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RESUMEN

TITULO: Ensayo clinico aleatorizado para determinar la eficacia de un
nutracéutico a base de frutas, bayas y verduras frente a la peroxidacion lipidica

Introduccion: La literatura cientifica ha documentado ampliamente el rol
que juegan diversos factores modificables, como la dieta y el estilo de vida en la
salud y en la prevencion de enfermedades no transmisibles. En el caso de la dieta,
es especialmente a través del consumo de frutas y verduras por su alto contenido
en compuestos bioactivos, donde destacan los polifenoles. Sin embargo, la
poblacion no alcanza las recomendaciones diarias de frutas y verduras
recomendadas por las autoridades sanitarias. En cuanto a los polifenoles, son
metabolitos secundarios de las plantas que se sintetizan como mecanismo de
defensa, y solo pueden ingerirse a través de productos vegetales. Poseen
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y neuroprotectoras entre otras,
ejerciendo un efecto neutralizante de radicales libres y especies reactivas
mediante transferencia de electrones desapareados, haciendo frente al estrés
oxidativo y peroxidacion lipidica.

A diferencia de las vitaminas, los polifenoles necesitan un consumo a largo
plazo para presentar efectividad. En este contexto, el mercado ofrece cada vez un
mayor numero de productos, como es el caso de nutracéuticos con alto contenido
en polifenoles, para facilitar el consumo de sustancias bioactivas al consumidor.

Objetivo: El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la eficacia del
consumo a largo plazo de un nutracéutico con alto contenido en polifenoles,
frente a marcadores de peroxidacion lipidica en orina y marcadores de
inflamacion en plasma.

Materiales y métodos: Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, cruzado,
con dos ramas, controlado con placebo, estratificado por sexo y unicéntrico.

Resultados: Se observaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar la evolucion entre grupos al final de la intervencion en el contenido
total de oxilipinas (p < 0.001) y en el contenido total de isoprostanos (p < 0.001).
Asi como en la evolucion de diferentes prostanoides, observandose reducciones

en los de caracter proinflamatorio como 15-keto-PGFzq, 11-3-PGF2x y 2,3-dinor-



113-PGF2a (p < 0.05), e incrementos en la PGE: (p < 0.05) de caracter
antiinflamatoria. Respecto a la peroxidacion lipidica del sistema nervioso central,
también se observaron mejoras significativas en cuanto al 4-F«-Neurprostano (p <
0.05) y Fa-dihomo-isoprostano (p < 0.001). En cuanto a biomarcadores
plasmaticos, también se observaron mejoras con reducciones significativas en la
LDL oxidada, sTNFR: (p < 0.05) e incrementos en la HDL colesterol (p < 0.05).

Conclusiones: El consumo de un nutracéutico con alto contenido
polifendlico durante un periodo prolongado de 16 semanas, produce mejoras en
la peroxidacion lipidica sistémica, asi como del sistema nervioso central y en
marcadores de inflamacion.

Palabras clave: Polifenoles, estrés oxidativo, oxilipinas, inflamacion.



ABSTRACT

TITTLE: Randomized clinical trial to determine the efficacy of a fruit, berry
and vegetable-based nutraceutical against lipid peroxidation.

Introduction: Scientific literature has widely documented the role played by
various modifiable factors such as diet and lifestyle in health and in the
prevention of non-communicable diseases. In the case of diet, it is especially
through the consumption of fruits and vegetables due to their high content of
bioactive compounds, where polyphenols stand out. However, the population
does not reach the daily recommendations of fruits and vegetables recommended
by the health authorities. Polyphenols are secondary metabolites of plants,
synthesized as defense mechanisms and can only be ingested through vegetable
products. They have antioxidant, anti-inflammatory and neuroprotective
properties, among others, exerting a neutralizing effect on free radicals and
reactive species through the transfer of unpaired electrons, thus combating
oxidative stress and lipid peroxidation.

Unlike vitamins, polyphenols require long-term consumption to be
effective. In this context, the market offers an increasing number of products such
as nutraceuticals with a high polyphenol content to facilitate the consumption of
bioactive substances by the consumer.

Objetive: The objective of the present investigation was to evaluate the
efficacy of long-term consumption of a nutraceutical with high polyphenol
content against markers of lipid peroxidation in wurine and markers of
inflammation in plasma.

Methodology: Randomized, double-blind, crossover, two-branch, placebo-
controlled, sex-stratified, single-center clinical trial.

Results: Statistically significant differences were observed when comparing
the evolution between groups at the end of the intervention in the total content of
oxylipins (p < 0.001) and in the total content of isoprostanes (p < 0.001). As well as
in the evolution of different prostanoids, reductions were observed in those of a
proinflammatory nature such as 15-keto-PGFz, 11-B-PGF2a and 2,3-dinor-114-
PGFz (p < 0.05) and increases in PGE: (p < 0.05) of an anti-inflammatory nature.



Regarding central nervous system lipid peroxidation significant improvements
were also observed for 4-Fs-Neurprostane (p < 0.05) and Fz-dihomo-isoprostanes
(p < 0.001). In terms of plasma biomarkers, improvements were also observed
with significant reductions in OxLDL, sTNFR: (p < 0.05) and increases in HDL
cholesterol (p < 0.05).

Conclusions: The consumption of a nutraceutical with high polyphenolic
content for a prolonged period of 16 weeks in healthy population reduces
systemic and central nervous system lipid peroxidation, and inflammation
biomarkers.

Keywords: Polyphenols, oxidative stress, oxylipins, inflammation.
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I- INTRODUCCION

1.1 ALIMENTACION Y SALUD

1.1.1 Concepto de salud

La salud se puede considerar como un concepto abstracto, cuya definicién
ha ido sufriendo numerosas modificaciones durante la historia, en funcion del
momento cultural de la época. Si bien, de acuerdo con la definicién acuhada por
la organizaciéon mundial de la salud (OMS), la salud se define como “estado de
completo bienestar fisico, mental y social, y no solamente la ausencia de
afecciones o enfermedades”, definiciéon que no se ha modificado desde el afio
1948 (1,2).

1.1.2 Estilo de vida y salud

Es conocido cédmo el estilo de vida afecta de forma directa a la salud, siendo
la actividad fisica y la nutriciéon dos de los principales factores modificables que
pueden contribuir a una mejora o deterioro de esta. Factores relacionados como el
tabaquismo, ingesta excesiva de alcohol, inactividad fisica y dietas poco
saludables, estan estrechamente relacionadas con enfermedades cronicas (3).
Desafortunadamente, en los ultimos afios el ser humano se ha adaptado a un
estilo de vida cada vez mas sedentario, junto a un entorno con facil acceso a
alimentos hipercaldricos y poco saludables (4). Lo cual ha desencadenado que las
enfermedades no transmisibles, como las cardiovasculares, hayan superado a la
enfermedades transmisibles a nivel mundial (5). No obstante, la modificacién de
ciertos hdbitos alimentarios y del estilo de vida, podrian reducir

considerablemente la prevalencia de las primeras (6).
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1.1.3 Dieta mediterranea

De forma errdonea, se suele utilizar el término dieta a un periodo de
restriccion caldrica, o a seguir un tipo de alimentacién que incluye o excluye
ciertos alimentos concretos. Sin embargo, de acuerdo a su etimologia, dicha
palabra deriva del latin digeta, y este del griego diaita, cuyo significado es
“régimen de vida” (7). Atendiendo a la primera acepcion del término dieta de la
Real Academia Espanola (RAE), en el presente contexto parece mas adecuado
emplear su segunda definicién; “conjunto de sustancias que regularmente se
ingieren como alimento”.

En caso de querer clasificar un tipo de dietas u otro, en primera instancia se
podria realizar una distincidn entre dietas vegetarianas y dietas omnivoras, que a
su vez se veran subclasificadas en funcién de diversos factores.

En el caso de dietas vegetarianas, segtn la International Vegetarian Union “el
vegetarianismo se define como una dieta compuesta por alimentos de origen
vegetal con o sin productos lacteos, huevos y/o miel” (8). En la tabla 1, se muestra
una categorizacion de diferentes tipos de dietas vegetarianas, donde se emplea el
término vegetariano cuando la alimentacion es exclusivamente vegetal, mientras
que si se consumen lacteos, huevos o miel se debe especificar con el prefijo que
corresponda. En el caso de los veganos, ademads de alimentacion exclusivamente
vegetal, se evitan todos productos que puedan derivar de animales (ropa,

cosméticos, etc.) (8,9).

Tabla 1. Clasificacion de vegetarianos. Adaptada de Argiielles 2016 (8).

Pescado
y Lana,
Huevos Lacteos Miel Carne marisco cuero
Ovolacto-vegetarianos SI SI ? NO NO ?
Lacto-vegetarianos NO SI ? NO NO ?
Ovo-vegetarianos SI NO &? NO NO &?
Vegetarianos estrictos NO NO NO NO NO &?
Veganos NO NO NO NO NO NO
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Respecto a las dietas omnivoras, también se pueden clasificar en diferentes
grupos, atendiendo a diversos motivos como restriccion de algun tipo de
alimento, restringir franjas horarias, periodizaciéon de macronutrientes, etc. (10—
14). Entre los diferentes tipos destacan;

e Ayuno intermitente.

e Dieta paleo.

e Dieta baja en hidratos de carbono.
e Dieta cetogénica.

e Dieta mediterranea.

La dieta mediterranea, término acufiado por Ancel Keys tras realizar el
afamado estudio epidemioldgico de los 7 paises (15), se define como modelo o
patrén alimentario seguido en areas de cultivos de olivos en paises de la vertiente
mediterranea (16). Dicho estilo de dieta estd basado en un alto consumo de
verduras, frutas frescas, frutos secos, legumbres y cereales integrales. Respecto a
alimentos con alto contenido en proteinas, ademas de las legumbres, destaca
principalmente el aporte de pescado, asi como un menor consumo de huevos,
lacteos enteros y carne. Entre sus peculiaridades, se encuentra el aceite de oliva
como grasa de eleccidon para cocinar, asi como un consumo moderado de vino
(17). Dado que el término “moderado” es muy ambiguo, y que el consumo de
alcohol estd directamente relacionado con diversos tipos de cancer (18), se podria
concluir que la dieta mediterranea, excluyendo el consumo de vino (19), es una de
las dietas omnivoras mas completas y saludables, dado que su patrén alimentario
se basa en un alto consumo de alimentos de origen vegetal, que proporciona
nutrientes, vitaminas, minerales y fitoquimicos con actividades biologicas
importantes.

En cuanto a los principales mecanismos que podrian favorecer la salud y
longevidad gracias a la dieta mediterranea destacan (20):

e Efecto hipolipemiante.

e Modificacion de hormonas y factores de crecimiento involucrados
en la patogénesis del cancer.

e Produccién de metabolitos a través de la microbiota intestinal.

e Proteccién frente a estrés oxidativo, inflamacién y agregacion

plaquetaria.
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Los compuestos fendlicos procedentes de la dieta mediterranea parecen ser
los responsables de todos los efectos beneficiosos mencionados anteriormente
(21).

1.2 POLIFENOLES

1.2.1 Definicion

Los polifenoles son metabolitos secundarios de plantas, que surgen como
mecanismo de defensa ante diversos tipos de agresion como depredadores,
contaminacion, infecciones microbianas, condiciones climaticas adversas, asi
como atraccion de polinizadores (22,23). La mayoria se encuentran en los
alimentos de origen vegetal, siendo los responsables del color, sabor amargo,
astringencia, olor y estabilidad oxidativa de los alimentos (24). En la actualidad,
se han logrado identificar mas de 10.000 compuestos de polifenoles en diferentes
plantas (25), procedentes todos ellos de un intermediario comun, la fenilalanina o
del acido shikimico, que es un precursor cercano (24).

El contenido polifendlico de los alimentos fluctiia considerablemente en
funcion de diversos factores, como son la climatologia, las condiciones de
almacenamiento, grado de madurez, grado de procesamiento de los alimentos,
momento de la cosecha, el genotipo y el tipo de cultivo (26-30). A modo
orientativo, por cada 100 gramos de peso fresco de frutas como cerezas, bayas,
peras, manzanas y uvas se pueden encontrar de 200 a 300 mg de polifenoles, y en
una taza de café, té o copa de vino alrededor de 100 mg de polifenoles (31).

La literatura cientifica ha descrito ampliamente el rol que juegan los
polifenoles en la salud, otorgandoles propiedades de proteccion cardiovascular,
anticancerigenas, inmunomoduladoras, y antioxidantes (32-35). Ademas, a
diferencia de lo que ocurre con las vitaminas, parece que el consumo de
polifenoles presenta efectividad cuando su consumo es a largo plazo (23),

pudiendo también mejorar la funcién cognitiva (36).
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1.2.2 Clasificacion de polifenoles

Existen mas de 8000 variantes estructurales de polifenoles, los cuales se
caracterizan por la presencia de, al menos, un anillo aromatico también
denominado fendlico, con uno o mas grupos hidroxilo (-OH) como el mostrado
en la figura 1 (22). En funcion de su estructura quimica se pueden clasificar en

flavonoides y no flavonoides (acidos fenolicos, estilbenos y lignanos) (37-39).

OH OH

Figura 1. Estructura quimica del fenol. Adaptado de Mc Murry y cols (40).

e Flavonoides

Compuestos polifendlicos de mayor abundancia en las plantas, cuya
estructura comprende 15 carbonos con dos anillos aromaticos de benceno (A y B)
conectados por un puente de 3 carbonos mediante un anillo pirano heterociclico
(C), como se observa en la figura 2 (41), encontrandose la mayoria de ellos de
forma natural como glucdsidos en lugar de agliconas (estructura basica, figura 3).
Las principales subclases son; flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavan-3-oles,
flavanonas y antocianidinas (tabla 2). Otros compuestos flavonoides que se
encuentran de forma minoritaria en los alimentos son chalconas,
dihidrochalconas, cumarinas, auronas, flavan-3,4-dioles y dihidroflavonoles (23).
Los flavonoides poseen la capacidad de inhibir diversas enzimas como
lipoxigenasa (LOX), ciclooxigenasa (COX) y xantina oxidasa (XO), haciendo frente
al estrés oxidativo. Todos ellos se hallan principalmente en verduras, frutas,

cacao, té y vino (42).

Figura 2. Esqueleto basico de un flavonoide. Extraida de Del Rio y cols (23).
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Figura 3. Estructura de (a) aglicona de quercetina (b) glucosido de quercetina.
Adaptada de Del Rio y cols (23).

Tabla 2. Clasificacion de flavonoides mas comunes. Adaptada de Kumar y cols

(41).
Subclase Mas comunes Fuentes dietéticas Estructura
- Quercetina Cebollas, col rizada, O
-Kaempferol lechuga, tomates, O
Flavonoles . |
-Isorhamnetina manzanas uvas y OH
-Miricetina bayas, té, vino tinto o) R
- Apigenina . ..
P8 . Apio, perejil,
- Luteolina .. . 0
. pimientos rojos,
Flavonas - Tangeritina . O I
. manzanilla, menta y
- Wogonina inkgo biloba (e}
- Baicaleina s
) O
- Daidzeina . . O |
Isoflavonas . Leguminosas y soja
- Genisteina O
O
- Catequina Té verde, platano,
- Epicatequina manzana, O
Flavan-3-oles p' d . , O
- Epigalocatequina  arandanos,
- Proantocianidinas melocotones, peras OH
. . Naranjas, limones,
- Naringenina ) o 0
Flavanonas - Hesperetina uvas O
. p' . Cantidades altas en
- Eriodictiol re o o)
corteza de citricos
- Pelargonidina
- Cianidina Arandanos, fresas,
- Definidina rosellas negras, i O
Antocianidinas o & . & O\
- Peonidina uvas rojas, moras P
- Petunidina frambuesas, OH

- Malvidina
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e No flavonoides
Entre los no flavonoides destacan los acidos fendlicos, estilbenos y lignanos.

- Acidos fendlicos:

Se dividen principalmente en dos clases: derivados del acido cinamico y del
acido benzoico. Los mdas comunes son los acidos hidroxicinamicos, que se
subdividen en acido cafeico, ferulico, sindpico y p-cumadrico (24). La combinacién
de ciertos acidos como el cafeico y quinico dan lugar al acido clorogénico, que es
el principal compuesto fenolico del café y también se encuentra presente en el
cacao (31). En el caso de hidroxibenzoicos, su contenido en plantas comestibles
suele ser muy bajo, excepto en cebolla, rdbano negro y frutas rojas (43).

El 4cido galico es el mas comun, encontrandose como ésteres de aztcar, y
considerados como componentes dietéticos menores. Los elagitaninos, derivados
del 4cido eldgico, se encuentran en diferentes alimentos como fresas, moras,
frambuesas, granada, caqui, avellanas y vinos viejos (44).

- Estilbenos

Son fitoalexinas producidas por las plantas como respuesta a estrés, lesiones
y enfermedades (45). Su presencia en la alimentacion humana es bastante escasa.
Uno de los mas estudiados es el resveratrol, que se encuentra principalmente en
las uvas, y por consiguiente en el vino (24,46).

- Lignanos

Se trata de compuestos difendlicos, formados por dimerizacion de dos

residuos de acido cinamico. Diversos lignanos se consideran fitoestrogenos (24).

La fuente dietética principal es la linaza (47).

1.2.3 Ingesta de polifenoles

Aunque resulte contradictorio, un estudio transversal mostré que los paises
de la vertiente mediterranea (Italia, Grecia, sur de Francia y Espafa) realizaban
una ingesta mas baja de polifenoles (1011 mg/dia) en comparacion con paises no
mediterraneos (1284 mg/dia) y Reino Unido (1521 mg/dia) (48). Dicho estudio se
baso6 en un recordatorio de 24 h con una muestra de 36.026 adultos y se utilizo la
base de datos Phenol-Explorer para cuantificar la cantidad de estos.

Se estima que la ingesta dietética de polifenoles procedentes de alimentos

oscila en 1 g/dia, dosis 10 veces superior a la de vitamina C, y 100 veces superior a
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carotenoides y vitamina E (31). No obstante, se debe tener en cuenta que dicha
estimacion se basa en cuestionarios de frecuencia de alimentos, donde los sujetos
tienden a sobrestimar el consumo de alimentos saludables (49). En la actualidad
se disponen de bases de datos apropiadas para cuantificar el consumo de
polifenoles. Sin embargo se debe tener en cuenta que el contenido de polifenoles
de los alimentos puede variar de forma significativa en funcién de diversos
factores, como el grado de madurez (a mayor grado de madurez, menor
contenido de 4cidos fendlicos y por el contrario mayor de antocianidinas),
sistemas de cultivo, variedad de la planta, condiciones ambientales,
almacenamiento o coccién entre otros (50).

Se debe tener en cuenta que la forma en que los compuestos llegan al
sistema circulatorio y a los tejidos, difiere de las presentes en su forma nativa. Las
agliconas si parecen ser absorbidas a través del intestino delgado, pero la mayoria
de polifenoles se encuentran en los alimentos en forma de ésteres, glucosidos o
polimeros, que son incapaces de ser absorbidos por el enterocito en su forma
nativa (51). Ademas, los polifenoles mas consumidos y presentes en la dieta no
son los que muestran una mayor concentracion de metabolitos activos en tejidos
diana (37). La mayoria de polifenoles, ingresan en el intestino grueso y son
metabolizados por accion de la microbiota coldnica. Dado que permanecen
periodos mas prolongados en comparacién con el intestino delgado, logran
modular el microbioma e impactan directamente en la salud del colon y la
microbiota (52). Ademas, en funcién del tipo de microbioma intestinal del
individuo y de su metabotipo, tendran una mayor o menor metabolizacidn,
dependiendo de su naturaleza (53).

Entre las bioactividades atribuidas a los polifenoles naturales destacan
(25,54):

e Actividad antioxidante.

e Proteccion frente al cancer.

e Efecto anti-microbial.

¢ Efecto neuroprotector.

e Actividad cardioprotectora.

e Actividad antinflamatoria.

e Actividad antienvejecimiento.

e Proteccidn frente a radiacion ultravioleta.
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Cabe destacar que los grupos fendlicos poseen la capacidad de aceptar o
captar un electron, originando radicales fenoxilo que son relativamente estables,
interrumpiendo de estar forma la reaccion de oxidaciéon en cadena de los

componentes celulares (55).

1.3 ESTRES OXIDATIVO

1.3.1 Definicion de estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre agentes oxidantes
y antioxidantes en favor de los primeros, que afecta al equilibrio redox y funcién
fisioldgica del organismo (56), pudiendo ocasionar dafio en lipidos, proteinas y
ADN, entre otros (57). Tal desequilibrio puede ser ocasionado por una escasa
ingesta de antioxidantes, agotamiento de antioxidantes enddgenos o por el
incremento especies reactivas (31).

En condiciones fisioldgicas, el organismo sintetiza especies reactivas de
oxigeno (ROS) en pequenas cantidades que es capaz de neutralizar. Las ROS
participan en procesos vitales del organismo humano como homeostasis celular,
expresion génica, activacion de receptores y transduccion de senales, es decir,
funciones esenciales para el organismo (54). Las ROS se sintetizan en las células
durante el metabolismo oxidativo mitocondrial, mientras que en condiciones de
hipoxia se producen también especies reactivas de nitrogeno (NOS). Una
produccién excesiva de ROS y NOS durante un periodo considerablemente
prolongado, es capaz de originar dafos en las estructura y funciones celulares,
pudiendo ocasionar dafios irreparables (54). De hecho, la peroxidacién lipidica de
los lipidos de membrana, puede ocasionar un deterioro en la funcién de la misma,
inactivacidn de receptores y enzimas de membrana, incremento de permeabilidad

a iones, disminucion de su fluidez y, en tltima instancia, ruptura (58).

1.3.2 Radicales libres

Los radicales libres (RL) son moléculas altamente inestables debido a la
presencia de uno o mas electrones desapareados en sus orbitales (59), y pueden

proceder del oxigeno, nitrégeno, cloro o azufre entre otras. Su vida media es muy
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corta, oscilando entre milisegundos a nanosegundos, y para estabilizarse buscan
el emparejamiento con electrones de moléculas bioldgicas contiguas, siendo el
origen del estrés oxidativo (60).

El comienzo de la peroxidacién lipidica tiene su origen en el ataque de
cualquier especie reactiva con capacidad de abstraer un atomo de hidrégeno de
un grupo metileno. Un atomo de hidrégeno es, en primera instancia, un RL con
un electrén no apareado, y su eliminacién deja un electréon no apareado en el
atomo de carbono al que estaba asociado. El radical formado sufre una
reordenacion molecular para estabilizarse, originando un radical peroxilo tras
reaccionar con el oxigeno, que captara un atomo de hidrégeno de un acido graso
adyacente, formando un hidroperdxido lipidico. Cuando los radicales peroxilo
reaccionan con hidrogeno, los nuevos radicales pueden reaccionar con oxigeno
formando otro radical peroxilo, propagando el dafio oxidativo (61).

Dado que los electrones presentan mayor estabilidad cuando se encuentran
apareados en los orbitales, los RL son especies reactivas frente a otras moléculas y
para estabilizarse donan o atrapan electrones de moléculas cercanas,
convirtiéndolas en RL que, para estabilizarse, atacaran a otra molécula y asi
sucesivamente originando reacciones en cadena y dafno celular (59). Dicha
capacidad de poder donar o aceptar electrones, hace que puedan comportarse
como oxidantes o reductores (62).

Comunmente y de forma errdnea, se suele utilizar el término ROS cuando
se habla de estrés oxidativo o de RL. No obstante, parece mas adecuado que se
emplee el nombre de la especie quimica especifica siempre que sea posible, dado
que, tal como se muestra en la tabla 3, existen diferentes especies reactivas en
funcion de su origen, siendo unas radicales (un electrdn libre) y otras no radicales

(producto de reduccion de dos electrones) (63).
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Tabla 3. Clasificacion de especies reactivas mas comunes. Adaptada de Sies y
colaboradores (63).

Radicales libres No radicales

Especies Reactivas de Oxigeno

Radical anién superoxido (O27") Peréxido de hidrégeno (H20)
Radical Hidroxilo (OH’) Oxigeno Singlete (Oz2?)
Radical Peroxilo (ROO")

Especies Reactivas de Nitrogeno
Oxido nitrico (NO’) Peroxinitrito (ONOQO")

Dioxido de nitrogeno (NO:’)

Especies Reactivas de Cloro

Hipoclorito (OCI")
Cloraminas (RNHCI)

Uno de los problemas a la hora de medir el estrés oxidativo, es encontrar
biomarcadores validados (64), entendiéndose como biomarcador segin la OMS a
“cualquier sustancia, estructura o proceso que pueda medirse en el cuerpo o sus
productos e influir o predecir la incidencia de un resultado o una enfermedad”

(65). Ademas para ser util debe tener ciertas particularidades (56):

e Mostrar especificidad para una enfermedad determinada.
e Tener valor prondstico.

e Correlacionarse con la actividad de la enfermedad.

e Ser razonablemente estable.

e Estar presente en tejido de facil acceso.

¢ Rentable para medir a gran escala.

En numerosas ocasiones, se ha empleado de forma errénea la capacidad
antioxidante total en el plasma sanguineo de los sujetos. Sin embargo, dicho
parametro debe desaconsejarse dado que no aporta informacion de utilidad sobre
el estado del organismo (66). Es conocido como numerosos fitoquimicos se
metabolizan fugazmente en moléculas con propiedades bioldgicas alteradas (66),

ademads, de acuerdo con la literatura cientifica, resulta de mayor interés evaluar la
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actividad de las enzimas antioxidantes del organismo (67), que son las que
soportan la principal carga de defensa antioxidante del organismo (68).
Recientemente, han sido utilizados y examinados exhaustivamente
multitud de biomarcadores para evaluar el estrés oxidativo (56,69), siendo
algunos de los mas transcendentes los grupos carbonilos, los productos finales de
glicaciéon avanzada (AGEs), la 8-oxoguanina, el malondialdehido (MDA), las
lipoproteinas de baja densidad oxidadas (OxLDL) o Fz-Isoprostanos (63).
Precisamente, estos ultimos compuestos fueron variables analizadas en la

presente investigacion.

1.3.3 Actividad antioxidante y polifenoles

Existen diferentes vias implicadas que explican la capacidad antioxidante
de los polifenoles, destacando la eliminacion de ROS, la atenuacion en la sintesis
de estos radicales mediante la inhibicion de enzimas involucradas en su
produccién y el incremento de las defensas antioxidantes enddgenas (70).
Ademas, gracias a su estructura y la presencia de grupos hidroxilos unidos al
anillo aromatico, son capaces de ejercer actividad antioxidante para neutralizar
los electrones no apareados de los RL, donar hidrégenos y quelar iones metalicos
(71).

En el caso de los flavonoides, el hidroxilo del anillo B parece ser el
responsable de la eliminacién de ROS y NOS, mediante la donacién de hidrégeno
y un electrén a los radicales hidroxilo, peroxilo y peroxinitrito, a los cuales

estabiliza dando lugar a radicales de flavonoides estables (41,72).

1.3.4 Sistemas antioxidantes

Los antioxidantes se pueden producir de forma endoégena o introducir al
organismo de forma exdgena (73). Son moléculas suficientemente estables, que
presentan la capacidad de donar un electrén a un RL, neutralizarlo y reducir su
dafio potencial (62) como se representa en la figura 4. Con objeto de mantener
unos niveles adecuados de ROS y NOS para contribuir al equilibrio redox, el
organismo pone en accion mecanismos antioxidantes que pueden ser enzimaticos

y no enzimaticos (59).
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Dentro de los enzimaticos, denominados de alto peso molecular, se
encuentran la superdxido dismutasa (SOD), principal enzima antioxidante que
cataliza el anion superdxido en oxigeno y H20z. La SOD interactiia a su vez con
diversas enzimas que ayudan a neutralizar las especies reactivas. La catalasa
(CAT), que cataliza el H20: en agua y oxigeno en presencia de NADPH, la
glutation peroxidasa (GPx) que reduce H20: y perdxidos organicos a agua o
alcohol siempre en presencia de selenio, y la peroxiredoxina (Prx) que presenta
menor eficiencia en la metabolizacion de H-02(59,62,74).

Los no enzimaticos se consideran de bajo peso molecular, e incluyen
vitamina E, vitamina C, bilirrubina, acido urico, glutatién y flavonoides. En el
caso de los flavonoides, estos contribuyen al equilibrio redox mediante la
donacién de atomos de hidrogeno a los radicales, deteniendo la oxidacién de
lipidos y originando radicales fenoxilo relativamente estables, que no pueden

continuar la reaccion radical en cadena (59).
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Figura 4. Donacion de electrén de un antioxidante al radical libre para estabilizarlo.
Elaboracion propia.

1.4 BIOMARCADORES DE PEROXIDACION LIPIDICA

Las oxilipinas son lipidos bioactivos oxigenados (75), sintetizados como
metabolitos procedentes de la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados (AGPI).
Se les atribuyen multiples funciones bioldgicas, que desempefnan un papel
importante en la inmunidad, inflamacién y funciones vasculares. Actualmente, se
ha logrado identificar mas de 100 tipos de oxilipinas con roles superpuestos e

interconectados entre si (76). La literatura cientifica describe como una
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sefializacion alterada de oxilipinas, se relaciona con diferentes tipos de
enfermedad cardiovascular (ECV) como por ejemplo diabetes, hipertension
arterial, hemostasia, trombosis e hiperlipidemia (77).

Las oxilipinas se originan tras un dafo o estimulo, y debido a su corto
periodo de vida no se almacenan, sino que se sintetizan de novo de forma
estrictamente regulada (78). Una vez producido el estimulo, los AGPI en la
posicion sn-2 de los glicerofosfolipidos de las membranas celulares, son liberados
por accién de la fosfolipasa A2 (PLA2) (79), y seran oxigenados por una de las
diferentes familias de enzimas COX, LOX, citocromo P450 (CYP) o por accién de
ROS (80). El tipo de oxilipina sintetizada variara principalmente por distintos
factores: por el tipo de AGPI (omega 6 u omega 3) que predomine en la dieta y se
oxide de la membrana celular; por el tipo de oxigenasa que lo oxide (76); y por la
afinidad de la enzima por el sustrato AGPI especifico (81). Una vez sintetizadas,
las oxilipinas iran a su destino, pudiendo ejercer acciones tanto autocrinas como
paracrinas. Podran activar receptores activados por proliferadores de
peroxisomas (PPAR), activar los factores de transcripcion activos por ligandos o
difundir a través de las membranas plasmaticas y unirse a receptores acoplados a
proteinas G (GPCR) (82,83).

Los principales AGPI precursores de oxilipinas derivan del acido linoleico
(AL) precursor de la familia omega 6 y del acido alfa-linolénico (ALA) precursor
de la familia omega 3. En la ruta del metabolismo del AL, se sintetizan el acido
dihomo-gamma-linolénico (DGLA) y el 4cido araquiddnico (AA) mientras que en
la del ALA se obtienen el acido eicosapentaenoico (EPA) y el 4cido
docosahexaenoico (DHA) (76,80). Concentraciones mas altas en la dieta de un tipo
de AGPI se podrian asociar a mayor concentracion de oxilipinas derivadas de su
ruta. Sin embargo, cabe destacar que las concentraciones elevadas de AGPI no son
el tinico factor que determinan un incremento de las oxilipinas, sino que existen
otros como la cantidad de AGPI que compiten para incorporarse a fosfolipidos
(81).

En cuanto a los diferentes tipos de oxilipinas, las mds conocidas son los
eicosanoides (compuestos de 20 carbonos) derivados del AA (75). Los
eicosanoides actiian como mediadores lipidicos regulando un amplia variedad de
respuestas inflamatorias, fisiologicas y fisiopatoldgicas (84). Se pueden clasificar
en familias que incluyen isoprostanos (IsoPs), prostaglandinas (PGs), leucotrienos
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(LKs) y tromboxanos (TXs), todos ellos marcadores lipidicos relacionados en la
fisiopatologia de células, érganos y tejidos (78,85,86). A modo de resumen, el AA
se metaboliza por accion de las ROS por una via no enzimatica independiente de
la COX a IsoPs (87), en el caso de los prostanoides (PGs y TXs) se metabolizan a
través de la via enzimatica de la COX (88) y los LK a través de la via enzimatica
de la LOX (89) (figura 5).
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Figura 5. Metabolismo del acido araquidénico. Elaboracion propia.

1.4.1 Prostanoides y leucotrienos

Los prostanoides incluyen tanto al grupo de PGs como de TXs. La COX
sintetiza en el reticulo endoplasmatico prostanoides de las series 1, 2, 3 y dihomo-
2 (81). Los prostanoides son derivados del AA, y sus funciones fisioldgicas
primarias se pueden clasificar en PGs que estan involucradas en procesos
proinflamatorios, TXs relacionados con vasoconstriccidon y agregacion plaquetaria
y prostaciclinas involucradas en la resolucion de la inflamacion (90).

A través de la via enzimatica de la COX, el AA produce oxilipinas de la
serie 2. Una vez liberado el AA de la membrana, es captado por las COX 1 y COX
2, que ejercen en primera instancia funcién de ciclooxigenasa, metabolizando el
AA en PGG, para inmediatamente después ejercer funcion como peroxidasa que
reduce el peroxido en un alcohol, produciendo PGH:(91). Tanto PGGzcomo PGH:
son moléculas efimeras, siendo la PGH: la PG precursora de las 4 PGs primarias
(PGD2, PGEz, PGl PGFz) que otorgan el nombre de las vias D, E, I y F
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respectivamente y de TXs (TXA: y TXB2) (92) que posteriormente se
metabolizardn en numerosos metabolitos bioactivos (90) (figura 6).

En el caso de los LKs, se originan en células inflamatorias, como
macrdfagos, mastocitos o leucocitos polimorfonucleares, siendo la 5-LOX la
principal enzima en la sintesis de LKs (93). Los LKs procedentes de la via 5-LOX,
presentan actividad proinflamatoria, mientras que los procedente de las vias 12-
LOX'Y 15-LOX presentan actividad antiinflamatoria, mediante la inhibicién de la
secrecion de Interleucina (IL)-6 inducida por el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) (94). LKs derivados de la 5-LOX como LTBs, LTCi, y LTEs poseen
actividad quimioatrayentes, y se les atribuyen actividades de broncoconstriccion,
aumento de permeabilidad vascular, contraccion del musculo liso y mediadores

importantes de la hipersensibilidad inmediata (95).
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Figura 6. Formacion y relacién metabdlica de las familias de prostanoides y leucotrienos.
Adaptada de Libia y cols (85).

La mayoria de PGs poseen efectos proinflamatorios, como la PGF2z y el
TXA:, que inducen vasoconstriccidn, agregacion plaquetaria y disfuncion cardiaca

(75). No obstante, la PGE2, una de las prostaglandinas con mayor abundancia en
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el organismo, ademds de sus efectos proinflamatorios (78) también posee
actividad antiinflamatoria, dado que induce la secrecion de citoquinas
antiinflamatorias como la IL-10 y regula al alza el adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) (96). E1 AMPc puede ser considerado como uno de los principales
reguladores a la baja de la funcion inflamatoria de los macrofagos (97). Interfiere
en la formacion de ROS, inhibe la activacion de NF-kb e incrementa la generacion
de citoquinas de cardcter antiinflamatorias como la IL-10 (94). Todos estos datos,
sugieren el papel protector de la PGE2, favoreciendo la resolucién de la
inflamacion mediante la elevaciéon de AMPc en macréfagos (96).

Ademas, la PGE: juega un rol principal en los signos clasicos de la
inflamacion, como son enrojecimiento, hinchazén y dolor, de forma que se
incrementa el flujo sanguineo al tejido inflamado mediante la dilatacion arterial
mediada por este tipo de prostaglandinas (78). De forma analoga, la PGD: posee
efectos tanto proinflamatorios como antiinflamatorios (92). La PGD: se puede
sintetizar en el cerebro para mediar funciones neurofisioldgicas, y en los
mastocitos iniciando respuestas alérgicas de forma aguda (89,98). Por el contrario,
su metabolizacion puede inhibir la sefializacion de factor nuclear kappa B (NF-kB)
y activacion de PPARYy, induciendo efectos antiinflamatorios (99).

Los prostanoides poseen efectos ampliamente conocidos en el musculo liso
y plaquetas, asi como otros sistemas que incluyen sistema cardiovascular, renal,
reproductivo, respiratorio y sistema nervioso central (SNC).

Ciertas PGs presentan la capacidad de actuar en el musculo liso vascular de
forma opuesta. Asi pues, PGEz y PGL: inducen vasodilatacion, mientras que PGFz
y TXA: inducen vasoconstriccion. De forma paralela, afectan al sistema
respiratorio, siendo PGE: y PGL las responsables de producir una
broncodilatacion o relajacion de las vias respiratorias; mientras que PGFza y TXA:
son capaces de generar una broncoconstriccion (100). Respecto a la agregacion
plaquetaria la PGIL es vasodilatadora y antiagregante, y por el contrario, el TXA:
vasoconstrictor y agregante plaquetario (101).

En el SNC, la PGE: es la PG mds comtn, sintetizandose a nivel neuronal y
teniendo un papel notable en la generacion de fiebre e hiperalgesia, asi como en la
adquisicion de la memoria (102). Esta prostaglandina estd relacionada también
con el desarrollo de diversas enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer
y Parkinson (103,104).
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Respecto a la funcion cardiaca, el papel de los prostanoides ha sido un tema
candente y de interés desde hace décadas. Pese a existir cierta controversia,
parece que los prostanoides podrian ser utiles terapéuticamente en diferentes
enfermedades cardiovasculares, que incluyen arritmias, anginas de pecho, infarto
de miocardio y aterosclerosis. PGs como PGEi, PGEz, PGDz, y PGI: se consideran
beneficiosas, induciendo vasodilatacion coronaria e inhibiendo la propagacién del
trombo, mientras que TXA2y PGFza se consideran perjudiciales por su actividad
vasoconstrictora (105,106).

Diversas PGs también poseen funciones dentro del sistema reproductivo de
forma general, y de forma particular en el ttero. Se ha observado como la PGFa«
juega un papel vital en procesos como luteolisis, ovulacién, menstruacion e inicio
del parto, mientras que PGE:z y PGl lo hacen en menor medida. En el caso del
sistema reproductivo masculino, es la PGE: la que juega un papel importante en
la ereccion, eyaculacién y transporte de esperma (107). A nivel renal, la PGE:
también es la responsable de inducir diuresis y natriuresis (108).

Los efectos de las PGs se deben a la activacion de 7 receptores acoplados a
GPCR, subdividiéndose en diferentes receptores de prostanoides (EP) con
diferentes subtipos de receptores de PGE; (EP1,EP2,EP3 y EP4), receptor de PGD
(DP1), receptor de PGI (IP) y receptor de TX (TP) entre otros (109).

1.4.2 Isoprostanos

Los IsoPs fueron descubiertos por Morrow y colaboradores en los afios 90
(110). Son eicosanoides similares a las prostaglandinas, sintetizados por una via
no enzimatica independiente de la COX mediante la peroxidacion del AA
inducida por RL o ROS (111,112). Dichos compuestos fueron denominados en
primera instancia F2-IsoPs porque eran isémeros de la PGF2x (113) pese que en este
trabajo se denominardn IsoPs, para no confundir con la familia F de los
isoprostanos. La diferencia de los IsoPs frente a las prostaglandinas, reside en la
orientacion de las cadenas laterales con el anillo prostano. Las prostaglandinas
poseen exclusivamente posicion trans mientras que en los IsoPs predomina la

orientacion cis (114).
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Los IsoPs se metabolizan y excretan en orina fugazmente, y su
cuantificacion resulta de gran utilidad para evaluar el estado oxidativo en un
momento concreto (86,113,115).

En el caso de IsoPs, el AA se metaboliza en Ga-IsoPs para posteriormente
reducirse en Hz-IsoP que, en funcion las condiciones reductoras, puede sintetizar
diferentes familias (A, D, E, F, ]J). Cuando se reduce completamente, se produce la
familia F2-Isops, y cuando se reduce parcialmente, se formara la D2-IsoPs y Ez-
IsoPs. Bajo ciertas condiciones fisioldgicas, los dos ultimos pueden sufrir una
deshidratacion y metabolizarse en J>-IsoPs y Ax-IsoPs, respectivamente. A partir
del Go-IsoPs también se pueden generar los epoxi-isoprotranos mediante
reduccién parcial y posteriores deshidrataciones (116). Los Ez-IsoPs y los D2-IsoPs
compiten con los F2-IsoPs en su sintesis, observandose como el agotamiento de
agentes reductores celulares como a-tocoferol y glutation (GSH) favorece la
sintesis de E:/D2-IsoPs en detrimento de la de Fz-IsoPs (117). La figura 7 muestra
la ruta de sintesis de los diferentes tipos de IsoPs.
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Figura 7. Biosintesis de isoprostanos de tipo A, D, E, F y ], y de epoxi-isdémeros.
Elaboracién propia.
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Una vez metabolizado el AA, se pueden originar 4 tipo regiosomeros; los de
la serie 5, 8, 12 y 15. Dado que los de las series 8 y 12 se oxidan con facilitad, los
regiosomeros de las series 5 y 15 se forman/encuentran en cantidades mas
elevadas (112,118).

Asi como las PGs se sintetizan a partir del AA libre, los IsoPs lo hacen a
partir del AA in situ sobre los lipidos, siendo liberados posteriormente por
fosfolipasas (119,120). Los IsoPs libres que circulan en el plasma, aparecen en la
orina tras ser filtrados por el rifidén. Se ha observado que los dos mas abundantes
derivan del 15F2-IsoP, también denominado 8-iso-PGFz,, siendo el 2-3, dinor-15-
Fa-Isop y el 2,3-dinor-5,6-dihidro-15-Fa-Isop (112).

La forma libre de IsoPs tan solo representa un parte del total, debido a que
se excretan conjugados como glucurénidos. Por este motivo es adecuado y
necesario realizar una hidrolisis previa con B-glucorinodasa, para incrementar de
forma considerable los niveles urinarios de estos (18).

Los IsoPs son considerados como el método gold standard para evaluar la
peroxidacion lipidica y, por lo tanto, el estado redox del organismo (122,123). Son
biomarcadores fiables de peroxidacion lipidica enddgena, al estar ampliamente
presentes en el organismo y ser quimicamente estables en fluidos bioldgicos
cuando son almacenados en condiciones adecuadas (se deben almacenar a -80°C
en lugar de a -20°C inmediatamente tras la recoleccién dado que a -20°C puede
producirse autooxidacién, asi como evitar ciclos de congelacién descongelacion)
(112,116). Ademas, cuando se miden en plasma se recomienda utilizar tubos que
contengan EDTA y antioxidantes GSH e hidroxitolueno butilado para minimizar
la elevacion artificial de IsoPs (112,124). Temperaturas de -80°C garantizan una
estabilidad a largo plazo (6 meses en plasma y afos en orina) (116). Se pueden
medir en diferentes fluidos, siendo el plasma y la orina los métodos de eleccion,
dado que su recoleccion es menos invasiva. Las técnicas de cromatografia de
masas se consideran como los métodos mas fiables y precisos para su deteccion
(112), siendo la cromatografia de gases/ionizaciéon quimica de iones negativos
(GC/NICI-MS) la de mayor sensibilidad respecto a otros métodos (125). Otros
métodos de deteccion como los inmunoensayos, podrian dar resultados no
concluyentes y confusos, debido a las similitudes estructurales de las moléculas,
como PGs e IsoPs (126).
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Respecto a la relacion entre los IsoPs y el estado de salud, se han visto
valores elevados de estos marcadores en personas con obesidad (127) existiendo
correlacion positiva con el indice de masa corporal (IMC), circunferencia de
cintura, drea de grasa visceral y porcentaje de grasa corporal, asi como tras
procesos de isquemia/reperfusion (128,129) (lo cual puede ser un efecto deletéreo
a la hora de hablar de complicaciones en operaciones de trasplante de 6rganos).
Es interesante conocer este dato, debido a que, tal y como observaron Berg y
colaboradores, la administracion de aspirina (160 mg/dia) desde 1 semana previa
a intervencidn reducia los valores IsoPs al comienzo y durante la cirugia (130), lo
cual podria ser interesante para evitar complicaciones durante la intervencion, asi
como mejorar la recuperacion. También se han observado valores elevados
especialmente en el liquido cefalorraquideo en procesos neurodegenerativos
cronicos como la enfermedad de Alzhéimer (131), la de Parkinson (132), o la
esclerosis lateral amiotrofica (133), que podrian deberse a la mayor presencia de
AGPI en el cerebro. De hecho, se han hallado valores elevados de IsoPs en tejidos
y fluidos corporales humanos en diferentes trastornos como diabetes (134),
tabaquismo (135), enfermedades degenerativas (136), obesidad (137) vy
aterosclerosis (138).

Respecto al cancer, existe cierta controversia, ya que en algunos estudios
han descrito un incremento de IsoPs respecto al grupo control, mientras que en
estudios prospectivos de casos controles anidados no se han reportado resultados
similares (112). Igualmente, existe cierta incertidumbre en relaciéon con la
influencia del cancer en el estrés oxidativo y viceversa. No obstante, si se
encuentran valores elevados en diferentes tipos de cancer tales como como
adenoma colorrectal, estémago, prdéstata o mama (112). En cuanto al cancer de
mama, se observd que mayores niveles de IsoPs se correlacionaba de forma
positiva con el IMC de las mujeres (139,140).

En cuanto a los compuestos fendlicos, como el caso de antocianinas
presentes en frutas rojas como cerezas, fresas, moras, arandanos, y grosellas se ha
visto que tienen la capacidad de reducir de forma significativa los valores de
IsoPs (141-144). También se ha observado que el simple hecho de realizar
cambios en los habitos de alimentacién influye en el nivel de IsoPs, donde la

simple restriccion caldrica es capaz de reducir la concentracion de estos (112).
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Si se alude a efectos de IsoPs en el sistema cardiovascular, el 15-Fz-Isop es
un poderoso vasoconstrictor en diversos lechos vasculares, corazén, cerebro,
higado, pulmones y rifiones entre otros (145,146); modula la actividad
plaquetaria, inhibe la angiogénesis; y promueve la aterosclerosis estimulando la
adhesion de monocitos y neutrofilos endoteliales, actividades biologicas
asociadas a la interaccion con el receptor de tromboxano (TP) (147). De la misma
forma que 15-Fa-Isop, el 15-Ezx-Isop puede mediar sus funciones bioldgicas en
funcion del tipo de receptor al que se acople, como el receptor de PGE: (EP) o de
PGFz (FP), y ejercer funciones opuestas (147).

Parece que, mientras los IsoPs o Fx-IsoPs derivados de AA inducen
vasoconstriccidn, agregacion plaquetaria e incremento de la presién arterial; los
Fs-IsoPs derivados de EPA no inducen agregacion plaquetaria ni incremento de la
presion arterial, y poseen un efecto vasoconstrictor menos potente (148,149).

Puesto que los Fx-IsoPs se pueden excretar en orina de forma directa o
metabolizarse en sus diferentes metabolitos, parece que seria mas efectivo medir
los IsoPs totales (esterificados y no esterificados), tal y como hicieron Halliwel y
colaboradores (150).

1.4.3 Neuroprostanos y Fz-dihomo-Isoprostanos

Tanto el cerebro como el SNC son proclives a las ROS, careciendo ademas
de la presencia de un adecuado sistema antioxidante, lo que puede originar un
incremento constante en los niveles de ROS y NOS (151). El elevado consumo de
oxigeno por parte del cerebro da lugar a una produccién excesiva de ROS, debido
a que las membranas neuronales son ricas en AGPI, los 4cidos grasos mas
vulnerables al ataque de RL por la presencia de un mayor ntimero de dobles
enlaces (152).

La medicién de IsoPs en plasma y orina es eficaz para evaluar el estado
oxidativo del organismo, pero no revela en que érgano o tejido, excepto cuando la
determinacion se realiza en el liquido cefalorraquideo (153). No obstante,
recientemente se han descubierto compuestos similares que podrian evaluar la
peroxidacion lipidica del SNC. En este sentido, se distinguen los neuroprostanos
(NeuroPs) que pueden originarse del EPA y/o DHA (produciendo Fs-IsoPs y Fi-
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IsoPs, respectivamente) y los Fz-dihomo-IsoPs, derivados del acido adrénico
(AdA) (154-156) ilustrados en la figura 8.
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Figura 8. Ruta de sintesis neuroprostanos y F2-dihomo-Isoprostanos. Elaboracién propia.

El AA se halla distribuido de forma uniforme en el cerebro, presentando
concentraciones similares en la materia gris y en la blanca, asi como en el interior
de glias y neuronas (157). La evaluacién de NeuroPs y Fz-dihomo-IsoP en el tejido
cerebral podria ser un indicador adicional e incluso mas fiable de dafo oxidativo
neuronal y de las vainas de mielina respectivamente, debido a que el DHA
abunda en la materia gris del cerebro y el AdA en la materia blanca (87,125).

e Neuroprostanos

Aligual que del AA, a partir del EPA y DHA se sintetizan otras formas de
IsoPs con interesantes acciones fisiologicas de las series 3 y 4 como son los FsIsoPs
y FalIsoPs, respectivamente (158), a los que se denomina NeuroPs (158).

Los NeuroPs se originan por la misma via independiente de la COX que los
IsoPs, mediante la oxigenacion no enzimatica del EPA y DHA. Tanto su
metabolismo, excrecién y papel como mediadores lipidicos, es un campo
emergente que no esta tan ampliamente estudiado como el de los IsoPs (116).

En la materia gris del cerebro predominan metabolitos procedentes del
DHA, especialmente en las membranas neuronales, motivo por el que recibieron
el nombre de NeuroPs (159,160) siendo las series 4 y 20 las mdas abundantes de las
8 posibles (161). El dafio oxidativo en el tejido cerebral provoca un incremento en
la produccion de Fis-NeuroPs. Al evaluar las diferentes series se observé que la Fa-

NeuroPs rara vez se encuentra en orina, sin embargo, la 10-Fs+-NeuroPs si que se
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encuentra en mayor medida. Parece que los F4-NeuroPs son biomarcadores mas
adecuados para evaluar lesiones cerebrales como el accidente cerebrovascular
isquémico, sindrome de Rett, asi como procesos neurodegenerativos frente a los
IsoPs (116).

El 4(RS)4-Fs-NeuroP ha mostrado propiedades antiarritmicas cardiacas
mediante la proteccidn del receptor de rianodina (162); ejerce proteccion frente a
dafios por isquemia reperfusion regulando a la baja la liberacion del citocromo c 'y
actividad de caspasa 3 (163) y ejerce efectos antiproliferativos en cancer de mama
(164).

e F:xt-dihomo-IsoPs

Los F2-dihomo-IsoPs son marcadores especificos de AdA por accion de RL,
y se conocen como poderosos marcadores de dafio oxidativo en las vaina de
mielina cerebral por accion de RL (165). El AdA se encuentra de forma
predominante en la materia blanca del cerebro, hallandose también en
concentraciones menores en las glandulas suprarrenales y rifidon (155,165). Dicho
acido graso esta siendo cada vez mas investigado debido a sus posibles efectos
beneficiosos para la salud. A sus metabolitos se los denominé como dihomo-
IsoPs. De las 4 series que se pueden sintetizar por medio del AdA, la serie 7 y la
17 son las que mas abundan en el organismo (165).

Asi como los IsoPs elevados no pueden vincularse con todas enfermedades
que estén relacionadas con estrés oxidativo, si parece que cuando se habla de
enfermedades cardiovasculares los resultados son mas sdlidos que en los
trastornos neurologicos (116). Por el contrario, los dihomo-IsoPs si parecen ser
potentes biomarcadores de enfermedad asociada con la materia blanca del
cerebro, hecho que se ha podido observar en estudios realizados en pacientes con
ciertos trastornos neuroldgicos, como pacientes con epilepsia o con sindrome de
Rett (166,167).

1.5 BIOMARCADORES PLASMATICOS

De acuerdo con los indicadores de salud establecidos por la “European Food
Safety Agency” (EFSA), se decidié analizar numerosos marcadores biologicos

plasmaticos para determinar la salud cardiovascular y el dafio oxidativo (168,169).
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1.5.1 Marcadores proinflamatorios

El NF-kB juega un rol fundamental en las respuestas inflamatorias, de estrés
celular e inmunitarias (170), cuya activacion induce la secreciéon de moléculas de
sefnalizacion proinflamatorias como citocinas, quimiocinas y proteinas de fase
aguda (171). Si bien, la regulacion de NF-«kB se considera esencial para una
respuesta fisiolégica normal, una regulacion excesiva se asocia con ECV vy
diversos tipos de cancer (172).

Los alimentos ricos en polifenoles parecen ser eficaces en cuanto a
reduccion de la concentracion plasmatica de mediadores inflamatorios asociados
a la activacion de NF-kB (173,174). A las antocianinas se les ha atribuido efectos
antiinflamatorios, debido a que se han asociado a la disminucion de la secrecion
de citoquinas proinflamatorias, factores de crecimiento y moléculas de adhesion,
pudiendo producir asi una inhibicién en la activacién de NF-«B (173).

En pacientes con elevado riesgo cardiovascular, o enfermedades
inflamatorias cronicas, se ha observado como los valores de ciertos
biomarcadores como el TNF-q, el receptor soluble del factor de necrosis tumoral 1
(sTNFR1) y la proteina C-Reactiva (PCR) se encuentran elevados (172,175).

La PCR es una proteina de fase aguda sintetizada por el higado como
respuesta a la sefializacion de citocinas proinflamatorias reguladas al alza,
especialmente la IL-1 y la IL-6 (176). Ademas, existe una sdlida evidencia
cientifica que respalda que, independientemente de otros factores, la IL-6 y la
PCR son predictivos de ECV en sujetos aparentemente sanos (177,178).

El TNF-a es una citoquina proinflamatoria expresada de forma significativa
en el tejido adiposo, en leucocitos, células endoteliales y células musculares (179),
participa en la desregulacién endotelial, estimula la migracion de monocitos y
macrofagos e induce la expresion de adhesion de moléculas (180). EI TNF-a
podria promover la inflamacion mediante la expresion de moléculas de adhesion,
como la E-selectina, la molécula de adhesion de células vasculares 1 (VCAM-1) y
la molécula de adhesion de células intercelulares-1 (ICAM-1) (181). Compuestos
fendlicos como la quercetina parecen tener capacidad de combatir la inflamacién
mediante la inhibicion de TNF-a, a través de la disrupcion de la via de
senalizacion NF-kB (182).
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Los niveles séricos del sTNFRi1estan asociados con la actividad inflamatoria
sistémica del TNF-a (183-185), siendo un receptor de proteina de membrana
celular que se desprende de esta tras unirse con el TNF-a (185). Estos niveles
séricos son, por ello, un poderoso predictor de mortalidad de insuficiencia
cardiaca, tanto a corto como a largo plazo, en pacientes con infarto agudo de
miocardio (183).

La aterosclerosis es un tipo de enfermedad inflamatoria, causada por la
acumulacién de placa de ateroma en las arterias, en las que predominan las
denominadas células espumosas. Dicha enfermedad puede conducir a ECV de
diversa indole (186), siendo el estrés oxidativo, la disfuncién endotelial y el
acimulo de OxLDL, los mayores factores de riesgo relacionados con
aterosclerosis (187-189).

Las OxLDL se han asociado al inicio y progresion de aterogénesis, la cual se
caracteriza por inflamacion crénica, acumulacion de lipidos y células espumosas
en el endotelio arterial (190). Las OXLDL promueven la adhesion de los monocitos
a células endoteliales mediante un mecanismo independiente de la expresion de
VCAM-1 e ICAM-1 (191), originando células espumosas, hecho que no tiene lugar
con las LDL nativas (192).

El incremento de LDL en plasma se suele asociar con procesos aterogénicos
(193). En condiciones de estrés oxidativo se produce una peroxidacion lipidica de
las LDL nativas por accion de las ROS, convirtiéndose en OxLDL (194). En dicho
proceso las LDL del torrente sanguineo penetran a la tinica intima a través del
endotelio danado. Las células endoteliales danadas, al verse comprometidas,
expresan diferentes moléculas de adhesion que capturan monocitos, que son lo
que producen los RL que oxidan a las LDL. Una vez oxidado, la LDL atraera a
mas monocitos, células inmunitarias y macréfagos que fagocitaran las particulas
de OxLDL, convirtiéndose en células espumosas que, a su vez, atraeran a mas
monocitos y macroéfagos. Toda esta reaccion en cadena produce un gran area de
lesion llamada placa de ateroma (186). Resulta de interés conocer que los AGPI en
las LDL son mas propensos a la peroxidacion lipidica (195). La mayor
susceptibilidad de peroxidacion de AGPI es debida a la presencia de dobles
enlaces que son mas facilmente oxidables que los simples (58,78,115).

Diversos estudios muestran como el consumo de alimentos ricos en

polifenoles como aceite de oliva, cacao o jugo de granada, presentan eficacia para
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hacer frente a la oxidacion de LDL (196-198). El consumo de alimentos ricos de
alimentos ricos en polifenoles como aceite de oliva, cacao, o jugo de granada,
presentan eficacia para hacer frente a la oxidacion de LDL, especialmente por la
presencia de acido procatequidico, metabolito intermedio de polifenoles con

actividades antinflamatorias, antiapoptoticas y antiesclerdticas (199).

1.5.2 Marcadores de riesgo lipidico

El colesterol total, asi como las LDL se suelen asociar con el desarrollo de
ECV (200). Las enfermedades relacionadas con el perfil lipidico, denominadas
dislipemias, son condiciones complejas, que muestran valores alterados de
lipoproteinas, incluyendo valores elevados de LDL y reducidos de lipoproteinas
de baja densidad (HDL) (201). Ademas existe una sdlida evidencia de que los
valores triglicéridos (TG), las LDL y las HDL estan directamente relacionados con
el riesgo de ECV (202).

Los efectos beneficiosos asociados al consumo de polifenoles frente a ECV
como la aterosclerosis, reside en que presentan la capacidad de atenuar el inicio y
progresion de la enfermedad, disminuyendo la oxidacién de LDL descrita en el
apartado anterior, e incrementando la concentracion de HDL en plasma, teniendo
ademas la capacidad de inhibir la proliferacién de las células del musculo liso
vascular (37).

1.5.3 Marcadores asociados a riesgo cardiovascular

La homocisteina es un aminodcido que ha sido ampliamente relacionado
con el estrés oxidativo y con el dafio celular, asocidandose fuertemente con ECV y
enfermedades del SNC (203). En poblaciones sanas los niveles fisioldgicos de
homocisteina se encuentran relacionados principalmente por la ingesta de B12,
folato y metionina (204). Estudios de laboratorio y observaciones clinicas sugieren
que la homocisteina ejerce efectos toxicos sobre el sistema de coagulacion de la
sangre, células endoteliales y estructura de la pared vascular (205). Las acciones
que ejerce la homocisteina sobre células endoteliales vasculares induce la

proliferacion de células de musculo liso, promueve la oxidacién de LDL, e
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incrementa la sintesis de coldgeno y actividad procoagulante, participando todas
ellas en el desarrollo de aterosclerosis (206).

Ademas, existe una gran correlacién entre la homocisteina, la vitamina B12
y el deterioro cognitivo, donde niveles bajos de vitamina B12 pueden conducir a
una hiperhomocisteinemia, que acarreara muerte neuronal a través de un

mecanismo neurotoxico relacionado con el estrés oxidativo (207,208).

1.5.4 Vitaminas

La vitamina B12, también llamada cobalamina, es una vitamina
hidrosoluble de origen bacteriano. Pese a que se encuentre en los productos de
origen animal, es sintetizada por bacterias y en menor medida por archeas (210).
Las funciones de la vitamina B12 son esenciales, siendo necesaria para un buen
funcionamiento del cerebro y sistema nervioso, para la eritropoyesis, en la sintesis
de ADN, metabolismo de homocisteina y en el metabolismo de las proteinas
(211). Debido a que la vitamina B12 participa en la reaccion enzimatica de
conversion de homocisteina en metionina, un déficit de vitamina B12 se puede
traducir en la acumulacién de este aminoacido (212).

La deficiencia de B12 puede originar dafios en la mielina causando
mieloneuropatia, neuropatia dptica y periférica, reduccion de sensibilidad en
nervios periféricos y debilidad en extremidades inferiores, ademas de
enfermedades hematologicas, neuropsicoldgicas y cardiovasculares (209).

La vitamina E o a-tocoferol es una vitamina liposoluble que se encuentra
principalmente en los aceites vegetales, siendo los de soja, maiz, girasol, nuez,
semilla de algodon, palma y germen de trigo los que mayor concentracion poseen
(en torno a 5 mg/100 g de aceite), variando las proporciones de tocoferoles en
funcion del tipo de aceite (213,214). La vitamina E es considerada como un
poderoso antioxidante con capacidad de eliminar los radicales peroxilo,
deteniendo la oxidacion de AGPI en las membranas, asi como regular la
produccién de ROS y NOS (213).

Parece que concentraciones plasmaticas elevadas de vitamina E a través de
la alimentacién o mediante complementos nutricionales, reduce la peroxidacion
lipidica manifestando una menor excreciéon de IsoPs en orina (215) y reduccién

del riesgo cardiovascular (216).
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1.5.5 Catecolaminas y cortisol

Las catecolaminas son un grupo de monoaminas, (moléculas pequefas
cargadas, que en condiciones normales no pueden atravesar la barrera
hematoencefdlica (BHE)) (217), derivadas de la tirosina, y en ellas se incluyen los
tres neurotransmisores principales; norepinefrina, epinefrina y dopamina (218).
La norepinefrina, también llamada noradrenalina, regula la concentracion, el
estado de alerta y el suefio (219); la epinefrina, también llamada adrenalina,
modula el estado de alerta, las glandulas suprarrenales, el suefio y la respuesta de
huida o lucha (220); mientras que la dopamina posee funciones esenciales en la
regulaciéon de neuronas motoras (221), motivacion (222), excitacion (223), o
sistemas de recompensa y placer entre otras (224,225).

Las catecolaminas pertenecen a la clase de moléculas denominadas
neurotransmisores, que modulan la comunicacién entre células en el sistema
nervioso (225). Los neurotransmisores son sintetizados de forma endogena, se
almacenan en vesiculas terminales presindpticas y se liberan en respuesta a un
potencial de accién, actuando como moléculas de sefializacion (225,226).

El cortisol, principal glucocorticoide humano, es esencial en multiples
procesos fisiologicos. Entre ellos se encuentra el mantenimiento normal de la
presién arterial. De hecho, un exceso de este produce hipertension (227). Es una
hormona de tipo esteroideo sintetizada por la glandula suprarrenal y liberada en
situaciones de estrés. Diferentes estudios han evaluado el consumo de ciertos
alimentos con los niveles de cortisol, donde patrones menos saludables de
alimentacion se relacionan con incrementos de este (228).

Niveles elevados de cortisol de forma crénica estan estrechamente
relacionados con la patogénesis y progresion de ECV, incluyendo resistencia a la
insulina, hiperlipidemia, hipertension, hiperglucemia y adiposidad abdominal
(227,229). Ademads, se ha visto que pacientes con sindrome de Cushing
(enfermedad caracterizada por exceso crénico de cortisol) presentan mayor
incidencia de factores de riesgo metabdlico y hasta 4 veces mas de riesgo de
mortalidad por ECV frente a controles sanos (230).

El metabolismo de las catecolaminas es una fuente importante de
generacion de estrés oxidativo, ya que promueve la formaciéon de una gran

cantidad de radicales superdxido que pueden causar dafios en las proteinas y en



62 RAUL ARCUSA SAURA

los lipidos de membrana (231,232). Compuestos como las antocianinas, presentan
la capacidad de modular hormonas como el cortisol y noradrenalina, liberados en
situaciones de estrés (231). Estudios con extractos ricos en polifenoles han
mostrado reducciéon de marcadores de estrés oxidativo y en la excrecion de
catecolaminas en orina (233).

Ingestas bajas de frutas y verduras estan estrechamente asociadas a
enfermedades neuroldgicas como el Alzheimer, peor calidad de suefio por
alteracion de los ritmos circadianos (234), estados depresivos (235,236), y estrés
oxidativo en deportistas (237). Las antocianinas, parecen inhibir la enzima
monoaminoxidasa (MAO), enzima implicada en la oxidaciéon de noradrenalina,

que da lugar enfermedades neuroldgicas mediante dicha via (238,239).

1.5.6 Funcion tiroidea

La hormona estimulante de la tiroides (TSH) también llamada tirotropina,
es una hormona sintetizada en la hipdfisis con accion estimulante de la glandula
tiroidea, que promueve la secrecién y liberaciéon a sangre de las hormonas
tiroideas triyodotironina (T3) y tiroxina (T4). Dichas hormonas participan en la
regulacion de un gran ndmero de funciones vitales, como metabolismo,
crecimiento, o regulacion de la temperatura corporal y ritmo circadiano (240).

Como afecta el consumo de frutas y verduras en la funcién tiroidea resulta
algo contradictorio, en funcién del tipo de alimento. En el caso de ciertos
flavonoides como es el caso de la rutina se observd una reduccion de las
concentraciones séricas de las hormonas T3 y T4 (237) sin afectar a la sintesis de
TSH (241). Ciertos autores, indican que la quercetina es capaz de inhibir el
crecimiento de las hormonas tiroideas, inhibiendo también la PLA:> a través de via
LOX (242). En el estudio llevado a cabo por Parmar y colaboradores [CITA], se
observd que tanto la naranja como el platano poseen efectos antitiroideos
mediante la inhibicién de la peroxidasa tiroidea, enzima clave en la sintesis de
hormonas tiroideas (243), mediante el incremento de dopamina tras el consumo
de platano (244). Por el contrario observaron el caracter estimulante de la tiroides
de otras variedades de frutas y verduras, como el caso del melén, sandia o

mango, que estimularon la secrecion de T3 y T4 (245).
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II - JUSTIFICACION

La literatura cientifica ha documentado ampliamente el rol que juega la
alimentacion en cuanto a prevencion de enfermedades no transmisibles, tales
como enfermedades cardiovasculares, hipertension, obesidad, o diversos tipos de
cancer, entre otras, especialmente a través de la ingesta de alimentos ricos en
compuestos bioactivos, como los polifenoles (246,247). Dichos compuestos se
encuentran principalmente en frutas y verduras. Por ello, la OMS junto con otros
organismos relacionados con la alimentacion, recomiendan ingestas de 400 g/dia
de frutas y verduras (248). Ademas, se ha demostrado que ingestas de 600 g/dia
reducen el riesgo de cancer, y el consumo de 800 g/dia reduce tanto el riesgo de
enfermedad cardiovascular, como de muerte por todas causas (249).

Se ha visto que alimentos ricos en compuestos bioactivos, como acidos
grasos omega 3 y polifenoles, reducen la inflamacién de bajo grado (250). Seguir
un patrén de dieta mediterrdnea es eficaz a la hora de reducir riesgos
cardiovasculares, a través de diferentes mecanismos como reduccién de
lipoproteinas aterogénicas y OxLDL (251), reducciéon de IL-6, PCR vy
homocisteina, (252,253) disminucién del estrés oxidativo (254) e incremento y
mejora en la funcionalidad de las HDL (255).

Desafortunadamente, la inmensa mayoria de poblacién mundial no es
capaz de alcanzar la minima ingesta establecida por las autoridades sanitarias,
que se pueden resumir en cinco raciones de fruta y verdura al dia (256,257). Por
este motivo y con el propdsito de dotar de facilidades al consumidor, surgen en el
mercado cada vez mas productos que ofrecen la posibilidad de incorporar al
organismo los diferentes compuestos bioactivos presentes en estos alimentos. Ello
se consigue a través de ciertos suplementos o nutracéuticos, que podrian ayudar a
alcanzar la recomendaciones nutricionales sanitarias y de esta forma contribuir a

una mejora de la salud (258).
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Es necesario mencionar que seria mas adecuado seguir una estrategia en la
que se llevase a cabo una educacion nutricional a nivel comunitario, que
conllevase un incremento de la ingesta de frutas y verduras. Sin embargo, gran
parte de la poblacion no esta dispuesta a realizar dichos cambios. No obstante,
pese a las declaraciones saludables de los diferentes nutracéuticos a base de
polifenoles, la evidencia cientifica es escasa, dado que se basa comunmente en
ensayos in vitro y/o modelos animales, observandose resultados contradictorios
en humanos (259). Por tales motivos, se ha considerado necesario evaluar el
consumo del presente nutracéutico, rico en polifenoles, en poblacion
aparentemente sana que no cubre las recomendaciones diarias de frutas y

verduras.
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III - OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

- Evaluar la eficacia de un extracto polifenélico a base de frutas, bayas
y verduras frente a placebo, en biomarcadores de peroxidacion
lipidica en orina en poblaciéon aparentemente sana, tras un consumo

a largo plazo.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Evaluar la eficacia del extracto en la peroxidacion lipidica

generalizada mediante el analisis del total de isoprostanos.

- Determinar la inflamacion mediante la variacién de las diferentes

prostaglandinas tras la ingesta de extracto.

- Evaluar la evolucién de biomarcadores de peroxidacion lipidica del
sistema nervioso central mediante analisis de Fa-neuroprostanos y

F2-dihomo-Isoprostanos.

- Determinar la variacién que produce el extracto en biomarcadores

sanguineos de inflamacion y del perfil lipidico.

- Evaluar la variacién que produce en neurotransmisores y funciéon

tiroidea.

- Determinar la seguridad del producto en investigacion.
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IV - MATERIAL Y METODO

4.1 PRODUCTO EN INVESTIGACION

El producto utilizado durante la intervencion presentaba un formato
nutracéutico y consistia en una mezcla de 36 fuentes vegetales diferentes,
especialmente bayas, frutas y verduras deshidratadas en proporcién variable:
zumo de frutas, verduras y bayas en polvo, pulpa de manzana, naranja, pifa,
arandano, melocotén, cereza, acerola, remolacha, ciruela pasa, datil, mango,
zanahoria, perejil, col rizada, brocoli, col, espinacas, salvado de arroz, tomate,
hojas de alcachofa, arandanos, moras, grosella negra, uva concord, bayas de
sauco, extracto de semilla de uva, extracto de té verde, raiz de jengibre,
frambuesas, cacao, granada, mezcla de tocoferoles naturales (y, d, a, -tocoferoles,
a-tocoferoles de girasol) mezcla de carotenoides naturales (luteina, B-caroteno,
licopeno, astaxantina) pectina de citricos, bioflavonoides de citricos, cascara de
limén, carbonato de calcio, ajo en polvo, espirulina, mezcla de enzimas naturales,
dioxido de silicio, estearato de magnesio de origen vegetal, tangeretina, y
Lactobacillus acidophilus.

Si bien, el producto comercial de la empresa consiste en tres tipos de
capsulas diferentes; 2 de mezcla de bayas, 2 de mezcla de frutas y 2 de mezcla de
verduras que se comercializan en botes separados (260,261). Con objeto de cegar a
los sujetos y de fabricar un producto y placebo similares, se optd por fabricar
capsulas homogéneas con un contenido uniforme de los tres tipos de capsulas
comerciales (bayas, frutas y verduras) para el producto bajo investigacion. El
protocolo de administracion fue 6 cdpsulas al dia; 3 en el momento previo al
desayuno y 3 a media tarde, ambas ingestas acompafniadas de agua.

La dosis diaria de 6 capsulas representaba un aporte un aporte de 600 mg
de polifenoles, 159 mg de vitamina C, 18,7 mg de vitamina E, 6,1 mg de luteina,
2,91 mg de caroteno 1 mg de licopeno, 0,15 mg de astaxantina y 318 ug de folato
(261).

La caracterizacion polifendlica del producto fue previamente realizada en
2015 por Bresciani y colaboradores (261) mediante UHPLC-QqQ-MS, mostrando
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un total de 119 compuestos polifendlicos de diferentes familias fenolicas,
incluyendo flavanoles como el kaempferol y la quercetina, antocianinas y
flavonas. Respecto a la biodisponibilidad, presenta mayor interés el conocimiento
de la cantidad biodisponible de polifenoles que la cantidad total de estos, debido
a que en numerosas situaciones, los polifenoles con mayor abundancia no son los
mas activos en el organismo (262). En otro estudio de 2017 acerca de la
biodisponibilidad del producto, Bresciani y colaboradores (260) encontraron que
de las 92 moléculas monitorizadas, tan solo se pudieron identificar 20 metabolitos
circulantes en plasma, siendo todos ellos compuestos conjugados con restos de
sulfato, glucurénido, o glicina, apareciendo en diferentes momentos en el plasma
en funcién del lugar de absorcion en el tracto digestivo.
Los 20 metabolitos encontrados en plasma fueron;

e Acido hiptrico

o Acido 4-hidroxifiptirico

e Feruloilglicina

¢ Glucurénido de kaempferol

¢ Glucurénido de quercetina

e Sulfato de quercetina

¢ Glucurénido de miricetina

e Sulfato de diosmetina

e Sulfato de patuletina

e Sulfato de hesperetina

e Glucurénido de Naringenina

¢ Glucurénido de hesperetina

e Glucurénido de acido fertlico

e Fenil-y-valerolactona-3'- O -sulfato,

¢ (4"-hidroxifenil)-y-valerolactona-3'- O -sulfato,

e (4’-hidroxifenil)-y-valerolactona-3'- O -glucurdnido,

e Sulfato de acido hidroxifenilpropionico

e Sulfato de acido dihidroxibenzoico

e Sulfato de pirogalol

e Sulfato de acido metil-trihidroxibenzoico
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Con objeto de cegar a voluntarios e investigadores, tanto el producto
investigado como el placebo presentaban la misma apariencia visual, siendo
ambos fabricados y suministrados por la empresa The Juice Plus+ Company,
Collierville, TN, Estados Unidos. La presentacion era en forma de productos
farmacéuticos encapsulados de color blanco. Fueron suministrados en frascos
unicamente diferenciados por un c6édigo numérico correspondiente a cada lote, y
con las sigas A y B. Una vez finalizada la intervencion, se facilité a los
investigadores qué cddigo pertenecia a producto y cudl a placebo.

El placebo, estaba compuesto por celulosa microcristalina, almidén de
arroz, capsula vegetal (celulosa), estearato de magnesio y colorantes artificiales
(FD&C amarillon® 6 y FD&C azul n® 1).

4.2 DISENO EL ESTUDIO

Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, cruzado, con dos ramas,

controlado con placebo, estratificado por sexo y unicéntrico.

4.2.1 Fases previas a la intervencion

Previo a comenzar la intervencion, el protocolo fue aprobado por el Comité
de Revision Institucional de la Universidad Catolica San Antonio de Murcia
(UCAM) con fecha de 24 de noviembre de 2017 y bajo el cédigo: CE111072.
Posteriormente se registré6 en www.cliniclatrial.gov bajo el cédigo CFE/JU/44-17.

Para el reclutamiento de los sujetos, se realiz6 una difusion a través de los
medios disponibles en la Universidad Catdlica San Antonio de Murcia, mediante
colocacion de carteles por las distintas facultades, asi como correos electronicos a
los alumnos de la universidad, al personal docente e investigador, al personal
auxiliar de servicios y a los participantes de estudios de intervencién previos.
Dicha fase de reclutamiento comenzd justo un mes antes del inicio de la fase
experimental.

La fase de intervencion tuvo lugar en el departamento de Farmacia de la
UCAM vy, dado el cardcter voluntario de participacion en el estudio, los sujetos
podian abandonar el mismo sin que fuese necesario especificar ninguna razon y

sin sufrir desventaja personal alguna.
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A su vez, los investigadores tenian la potestad de retirar a un sujeto de la
investigacion segin su propio criterio y siempre quedando debidamente recogido
en el cuaderno de recogida de datos y en el diagrama de flujo, de acuerdo entre
otras a las siguientes posibilidades:

e Observacion de cualquier efecto adverso o nocivo en los sujetos.
e Violaciones del protocolo por parte de los sujetos.

e Pérdida de seguimiento de los sujetos.

4.2.1.1 Fase de seleccion

Los voluntarios que presentaron interés en formar parte de la investigacion
fueron sometidos a una fase de seleccion. En primer lugar y tras la explicacion del
proceso por parte de los investigadores, tenian que firmar un consentimiento
informado (anexo 1). En dicha fase de seleccién, fueron entrevistados y
examinados exhaustivamente para comprobar que cumplian con los criterios de
inclusion y exclusion. Para ello, cumplimentaron una encuesta de hdbitos
alimentarios y de actividad fisica (anexo 2), y se les tallé y pes6 para comprobar el
IMC. Los sujetos debian de cumplir con todos los criterios de inclusion para
poder participar en el estudio, y el solo cumplimiento de uno de los criterios de
exclusion era motivo para ser descartados antes de comenzar el ensayo clinico.

- Criterios de inclusion
o Edad de 18 afios o superior a la hora de firmar el
consentimiento informado.
IMC > 18,5y <35 Kg/m?
Ingesta de frutas y verduras inferior a 3 raciones/dia.
No padecer enfermedad crénica.

Capacidad de comprension del desarrollo del estudio.

o O O O O

Disposiciéon a cumplir con los requerimientos y requisitos del
estudio.
- Criterios de exclusion
o Cambios en los habitos de actividad fisica durante la
intervencion.
o Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.
o Sujetos fumadores.

o Consumo de medicamentos.
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o Consumo de complementos alimenticios, nutracéuticos,
multivitaminicos o similares.

Estar a dieta para pérdida de peso, ser vegetariano o veganos.
Consumo de mas de 3 vasos de alcohol (vino, cerveza) dia.
Problemas con el suefio.

Haber donado sangre (0,5 L) en el tltimo mes.

o O O O O

Haber sido sometido a cirugia mayor en los ultimos tres meses.

4.2.1.2 Tamaiio de la muestra

Con el objetivo de obtener una muestra representativa de 100 sujetos, y
teniendo en cuenta el 20% de abandono que suele presentarse en los estudios de
intervencidon, se consideré reclutar a un total de 120 sujetos previo a la
aleatorizacién. Finalmente, se consiguio reclutar a 117 sujetos de ambos sexos, de
los cudles tan solo 108 cumplieron con los criterios de inclusiéon y exclusion,
firmaron el consentimiento informado, se les aleatoriz6 en dos grupos
homogéneos y comenzaron la intervencion. Durante las fases de la intervencion
hubo una pérdida de 16 sujetos por diferentes motivos, y un total de 92 sujetos (45
hombres y 47 mujeres) finalizaron la intervencién y fueron incluidos en el analisis

estadistico.

4.2.1.3 Aleatorizacion

A cada uno de los sujetos que formaron parte de la intervencién se les
asigno un cdédigo (A y B), el cual les hizo pertenecer a un grupo del estudio (Nio
Nz). La aleatorizacion fue realizada por un investigador ajeno a la investigacion, a
través del software Epidat 3.1, el cual otorgo una codificacion de numeros a los
sujetos a estudio. De este modo, tanto los investigadores como los sujetos

desconocian a qué grupo pertenecian (experimental o placebo).

4.2.2 Desarrollo del estudio

Incluyendo la fase reclutamiento de un mes, junto con la fase de
intervencidon de 36 semanas (2 fases de 16 semanas separadas por un periodo de
lavado de 4 semanas), la duracion total del estudio desde que se contactd con el
primer posible sujeto hasta la visita del ultimo fue de 40 semanas.



78 RAUL ARCUSA SAURA

4.2.2.1 Fase de intervencion

Una vez realizada la fase de reclutamiento, los sujetos debian acudir al
laboratorio en diversas ocasiones para realizar la fase de intervencién. La primera
visita que realizaron, llamada visita 0 (VO) se correspondié con la visita de
seleccion, la cual se hizo durante el periodo de reclutamiento. En dicha VO se
realizé la comprobacion de criterios de inclusion y exclusion, se realizé una
encuesta dietética y de habitos de vida/ejercicio, firma del consentimiento
informado y se realizo la aleatorizacion de los sujetos a estudio.

Una vez realizada la aleatorizacién y distribuidos los participantes de forma
homogénea en sus grupos correspondientes, dio comienzo la fase de intervencion.
Dicha fase tuvo una duracién total de 36 semanas y estuvo dividida en dos
periodos de 16 semanas, separados por un periodo de lavado de 4 semanas, tras
el que se realizaria el cruzamiento.

En el primer periodo de 16 semanas, se proporciond a los sujetos el
producto que debian consumir de acuerdo con el grupo asignado (extracto o
placebo). Seguidamente, se procedio al periodo de lavado de 4 semanas (periodo
llevado a cabo para volver a estados basales). Posteriormente, en el segundo
periodo de 16 semanas, se realizo el cruzamiento de modo que los sujetos que
habian consumido extracto pasaron a consumir producto y viceversa.

Al comienzo de cada fase de 16 semanas (visita 1 (V1) y visita 3 (V3)) se
recogieron muestras de orina y se realizaron extracciones sanguineas para obtener
muestras basales. En dichas visitas se les facilitdé el producto que debian
consumir, asi como las pautas de consumo. Transcurridas las 16 semanas de cada
periodo, los sujetos debian volver al laboratorio (visita 2 (V2) y visita 4(V4)). En
dichas visitas se volvieron a recoger muestras de orina y se volvieron a realizar
extracciones sanguineas para comprobar la evolucion y posibles cambios
ocasionados tras la ingesta del producto en investigacion (EXT) frente al placebo
(PLA).

De acuerdo con la figura 9, que es una representacion grafica del estudio, el
periodo entre V1 yV2 se corresponden con el primer periodo de intervencion de
16 semanas, el periodo entre la V2 y V3 con el periodo de lavado y el periodo
entre V3 y V4 con el segundo periodo de 16 semanas. Ademas, en la tabla 4 se

representa el cronograma del estudio para facilitar la comprension.
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INTERVENCION
FASE 1 FASE 2
) Periodo L
Reclutamiento EXTRACTO
Seleccién [ PLACEBO Lmes PLACEBO >

Vo Vi V3 V4

Semana -4 -2 0 20 36
p— — p—

. ]

k@ﬁl )\@g\‘

Muestras sanguineas (V1, V2, V3, V4) ,\@'\‘

+ Explicacion (V0)

+ Consentimiento informado (V0)
+ Comprobacion IMC (V0)
+ Encuestas habitos (V0) R

+ Aleatorizacion (V0)

e + Muestras de orina (V1, V2, V3, V4)

Entrega Producto (V1, V3)

Recogida Producto sobrante (V2, V4)

Figura 9. Representacion grafica del estudio. V significa visita.

Tabla 4. Cronograma de visitas realizadas durante el estudio.
Vi | v2 | V3

Vo0

V4

Criterios de inclusién y exclusion

Anamnesis detallada (Encuesta dietética)

Firma consentimiento informado

Aleatorizacion

XX XX

Entrega producto/placebo

Recogida producto/placebo sobrante

Recogida muestras de orina

Extraccion sanguinea

Adherencia a la investigacion

Comprobacion efectos adversos

<
XXX |X[X

XX XX

XX XXX
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4.3 TOMA DE MUESRAS DE PLASMA Y ORINA

Con el objetivo de reproducir en la medida de lo posible las mismas
condiciones, los sujetos fueron citados por grupos de lunes a viernes en el
laboratorio, en las 4 visitas correspondiente a la intervencion (V1, V2, V3y V4) y
distribuidos por turnos entre las 08:30 y las 09:30 de la mafiana. Debian acudir en
condiciones de ayuno de al menos 12 horas, permitiéndose solo el consumo de
agua hasta 3 horas previas a la extraccion sanguinea. No se permitid el consumo
de ningtin tipo de antinflamatorio, asi como la realizacién de ejercicio fisico en las
24 horas previas a la visita.

La extraccién sanguinea fue llevada a cabo por personal cualificado de
enfermeria. Se recolectd de sangre venosa de la vena antecubital en tubos de
recoleccion de sangre Serum Gel and Clot Activator (5 mL)*3 y en un tubo de
recoleccion de sangre k3E/D3EDTA (3 mL). Previo a su envio a laboratorio
(Laboratorios MUNUERA SL Murcia, Espafia), se centrifugaron los 3 tubos Serum
Gel and Clot Activator (4500 rpm, 5 min, 4° C).

Respecto a la recogida de las muestras de orina, se instruy6 a los sujetos a
realizar una recogida de 24 horas desde las 24 horas previas a la visita. Para ello
se entregaron contenedores con una capacidad de 2L que debian recoger desde la
primera de la manana del dia previo a la visita, hasta la primera de la mafiana del
dia de la visita al laboratorio. Una vez entregada la orina a los investigadores,
estos anotaron le volumen de 24 horas, agitaron el contenido y almacenaron 4

alicuotas de 1.5 mL homogéneas a -80° C para posteriores analisis.
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4.4 VARIABLES A ESTUDIO

441 Variable principal

4.4.1.1 OXILIPINAS

La variable principal del estudio consistié en la evaluacién de diferentes
oxilipinas en orina, la interpretacion a través de sus diversas rutas metabdlicas,
asi como el andlisis del contenido total de estas.

e Quimicos y reactivos

Se analizaron doce IsoPs derivadas del AA (2,3-dinor-15-epi-15Fz, 2,3-dinor-
15-F2+-1soP, 9-epi-15-Fa-IsoP, 15-epi-15F2+-IsoP, ent-15-epi-15Fa-IsoP, 15-keto-15-Fa-
IsoP, 15-Fa-IsoP, ent-PGFza, 5-F2-IsoP, 5-epi-5F2-IsoP, 15-keto-15Ez-IsoP, 15-epi-
15E2-IsoP) ; dos IsoPs derivadas de DGLA (8-iso-PGFia, 8-iso-PGEi«); dos IsoPs
derivadas de EPA (8-Fs-IsoP, 8-epi-8-Fs-IsoP); 15 metabolitos enzimaticos
derivados del AA (PGD: Tetranor-PGJM, 11B-PGFz, 2,3-dinor-11p3-PGFzs,
PGDM, Tetranor-PGDM, PGEz, 20-OH-PGE;, Tetranor-PGEM, Tetranor-PGAM,
15-keto-PGFzq, Tetranor-PGEM, 20-OH-PGFzq, 19(R)-OH-PGF2s, 11-DH-TXB:); dos
metabolitos derivados de DGLA (PGE1, PGFia) y un metabolito derivado de EPA
(17-trans-PGFsa). En las tablas 5 y 6 se muestran las diferentes oxilipinas
(isoprostanos y prostanoides, respectivamente) categorizadas en funcién de su
ruta de metabolizacién, tiempo de retencion, transicion del ion precursor al ion
producto y su peso molecular. En la figura 10 se observa el resumen de las rutas
metabdlicas de las tinicas oxilipinas cuantificadas.

Los estandares auténticos correspondientes a esta gama de oxilipinas se
adquirieron en Cayman Chemicals (Ann Arbor, Michigan, EE.UU.). La enzima (3-
glucuronidasa, tipo H2 de Helix pomatia, y el BIS-TRIS (bis-(2hidroxietil)-amino-
tris(hidroximetil)-metano) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri,
EE.UU.). Todos los disolventes de grado LC-MS se obtuvieron de ]J.T. Baker
(Phillipsburg, Nueva Jersey, EE.UU.). Los cartuchos de extracciéon en fase solida
(SPE) Strata X-AW, 100 mg por 3 mL, se obtuvieron de Phenomenex (Torrance,
California, EE.UU.). El agua se trat6 en un sistema de purificacion de agua Milli-Q
de Millipore (Bedford, Massachusetts, EE.UU.).
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Tabla 5. Isoprostanos analizados en la presente investigacion y ruta metabolica.

re s Tiempo de MRM Peso Molecular
Oxilipinas ./ . Transicion
retencion (min) (g/mol)
(m/z)
Isoprostanos

Isoprostanos derivados del AA
F2IsoP (15-Serie)
2,3-dinor-15-epi-15Fx (¥) 8.29 324.9>237.1 326.43
2,3-dinor-15-Fa-IsoP (¥) 8.84 325.2>237.1 326.4
9-epi-15-Fa-1soP 11.75 353.2>193.1 354.5
15-epi-15F2-1soP (¥) 11.77 353>193 354.5
ent-15-epi-15F2-1soP 11.77 353.1>309.1 354.5
15-keto-15-Fa-IsoP 11.8 351.1>315.1 352.5
15-Fa-IsoP 12.3 353.2>193.1 354.5
ent-PGFza (*) 13.6 353.1>309 354.5
F2IsoP (5-Serie)
5-F2-IsoP 12.82 353.1>335.2 354.48
5-epi-5F2-1soP 13.53 353.2>334.8 354.48
E:lsoP (15-Serie)
15-keto-15Ea-IsoP 12.04 349>234.9 350.5
15-epi-15E2i-1soP 12.94 355.1>315.1 352.47
Isoprotanes derivados del EPA
8-Fs-IsoP 10.55 351.2>126.8 352.47
8-epi-8-Fa-IsoP 11.23 350.6 > 127.2 352.47
Isoprotanes derivados del DGLA
8-is0-PGF1« 12.14 355.1>311.1 356.5
8-is0-PGEia 12.85 352.9>234.8 354.5

AA: Acido araquidénico; EPA: Acido eicosapentaenoico DGLA: acido dihomo-vy-
linolénico; MRM: multiple reaction monitoring; (*) Oxilipinas que se logaron cuantificar en
la presente investigacion.
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Tabla 6. Prostanoides analizados en la presente investigacion y ruta metabolica.
MRM

e Tiempo de . Peso Molecular
Oxilipinas retencién (min) Transicion (g/mol)
(m/z)
Prostanoides
Prostaglandins derivados del AA
Prostaglandinas ruta-D
Tetranor-PGDM 3.17 327.1>108.9 328.4
PGDM 3.2 327.1>309.1 3284
Tetranor-PGJM 3.6 309 > 155 310.3
2,3-dinor-11B-PGFaq (*) 10.57 325.2>237.1 335.5
PGD: (%) 13.22 350.9 > 315 352.5
11B-PGF2q (*) 13.61 353 >309.1 354.5
Prostaglandinas ruta-E
Tetranor-PGEM 3.17 327 >308.8 328.4
Tetranor-PGAM 3.58 309 >290.9 310.3
20-OH-PGE2 4.66 367.1>349.2 368.5
PGE2 (*) 13.07 351.2>333.1 352.5
Prostaglandinas ruta-F
Tetranor-PGFM 3.14 329.4>311.1 330.4
20-OH-PGFzq« 5.1 369.2>325.1 370.5
19(R)-OH-PGFzq 5.15 369.2>325.1 370.5
15-keto-PGFzaq (*) 12.9 351.1>314.9 352.5
Tromboxano
11-DH-TXB: 12.32 367 > 161.1 372.5
Prostaglandinas derivados del EPA
17-trans-PGFsa 12.47 350.9 > 307 352.5
Prostaglandinas derivados del DGLA
PGE1 12.84 353.2>317.2 354.5
PGF1q (*) 13.67 355.2 > 311 356.5

AA: Acido araquidénico; EPA: Acido eicosapentaenoico DGLA: 4cido dihomo-y-
linolénico; MRM: multiple reaction monitoring; (*) Oxilipinas que se logaron cuantificar en
la presente investigacion.
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Figura 10. Resumen de las rutas de oxilipinas cuantificadas en el presente estudio.
Las oxilipinas cuantificadas estan resaltadas en color negro. Elaboracion propia.
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4.4.2 Variables secundarias

En cuanto a variables secundarias, se realiz6 el analisis e interpretacion de
Fs-Neuroprostanos, F>-dihomoisoprostanos y bioquimicas.
4.4.2.1 NEUROPROSTANOS, F-DIHOMO-ISOPROSTANOS

e Quimicos y reactivos

Tres Neuroprostanos (4(RS)-4Fs«-NeuroP, 4-epi-4-Fs-NeuroP, 4-Fa-NeuroP);
y tres Fa-dihomo-Isoprotanos (17-epi-17-Fa-dihomo-IsoP, 17-Fx-dihomo-IsoP, Ent-
7(RS)-7F2-dihomo-IsoP) fueron sintetizados por el equipo de Durand en el
Institut des Biomolecules Max Mosseron (IBMM) (Montpellier, Francia). La tabla
7 muestran los diferentes NeuroPs y Fa--dihomo-IsPs analizados.

La enzima (-glucuronidasa, tipo H2 de Helix pomatia, y el BIS-TRIS (bis-
(2hidroxietil)-amino-tris(hidroximetil)-metano) se obtuvieron de Sigma-Aldrich
(St Louis, Missouri, EE.UU.). Todos los disolventes de grado LC-MS se obtuvieron
de J.T. Baker (Phillipsburg, Nueva Jersey, EE.UU.). El &cido clorhidrico, el hexano,
el 4cido tricloroacético y el acetato de etilo se compararon a Panreac (Caste3llar
del Vallés, Barcelona, Espana). Los cartuchos de extraccion en fase solida (SPE)
Strata X-AW, 100 mg por 3 mL, se compraron a Phenomenex (Torrance,
California, EE.UU.). El agua se trat6 en un sistema de purificacion de agua Milli-Q
de Millipore (Bedford, Massachusetts, EE.UU.).

Tabla 7. Neuroprostanos y Fz-dihomo-Isoprostanos analizados en la presente
investigacion.

. MRM

NeuroPs // Fz-dihomo-IsoPs Tler.n’po de. Transicion Peso Molecular
retencion (min) (g/mol)
(m/z)

Neuroprostanos derivados de DHA
4(RS)-4-Fa-NeuroP 5.26 377.1>271.2 378.5
4-epi-4-Fs-NeuroP 7.18 379.0>219.0 378.5
4-Fu-NeuroP * 4.10 377.1>333.1 378.5
Fz-dihomo-Isoprostanos derivados de ADA
17-epi-17-Fa-dihomo-IsoP * 5.90 381.0>337.1 382.5
17-Fa-dihomo-Isop * 6.54 381.0>337.1 382.5
Ent-7(RS)-7F2-dihomo-IsoP * 5.89 381.1>363.2 382.5

DHA: 4cido docosahexaenoico; ADA: Acido adrénico; MRM: multiple reaction
monitoring; (*) NeuroPs y Fa-dihomo-IsoPs que se logaron cuantificar en la presente
investigacién.
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4.4.2.2 BIOQUIMICAS
Los biomarcadores analizados para cada variable fueron:

e Biomarcadores pro-inflamatorios:

En cuanto biomarcadores proinflamatorios se determinaron la OxLDL
(ng/mL) por ensayo ELISA en muestras de suero, TNF-a (pg/mL) y sNTFR1
(ng/mL) por ELISA competitivo (DRG diagnostic marca)) PCR (mg/L)
ultrasensible por inmunoensayo turbidimétrico (PETIA) y homocisteina (pg/mL)
en un BN ProSpec ®analizador (segtin el protocolo provisto en el kit Siemens N
Latex HCYOPAX 03).

e Biomarcadores de riesgo cardiovascular:

Homocisteina (pg/mL) en un BN ProSpec ®analizador (segtin el protocolo
provisto en el kit Siemens N Latex HCYOPAX 03).
e Biomarcadores asociados al perfil lipidico:
Colesterol total, HDL y TG. Mediante técnica Colesterol
oxidasa/peroxidasa, con reactivos Bio Systems y analizar BA 400 BioSystems. Y

para las tres variables los resultados se expresaron en mg/dL.
e Vitaminas:

Vitamina E (mcg/mL) por HPLC con un cromatégrafo JASCO (PU-980
Intelligent PLC-Plus) y una columna Betasil-C18 (tamafio de particula 5 um, 250 x
4,6 mm) conectada a un detector de fluorescencia JASCO (Detector de
Fluorescencia Inteligente ~ FP-920), y vitamina B12 (pg/mL) por
quimioluminiscencia con inmunoensayos comerciales utilizando equipo
automatizado Centaur XP Siemens Diagnostics (Siemens Healthcare SA).

e Catecolaminas:

Cortisol (mcg/L) wusando la técnica de quimiominiscencia con
inmunoensayo Immulite 2000 (DPC, Gwynedd, RU), y noradrenalina (pg/mL),
adrenalina (pg/mL) y dopamina (pg/mL) por HPLC con flujo de 0.5mL/min, T*
de 35 °C, sensibilidad de 20, potencial de 0.7, fase mévil de acetonitrilo-agua, y
fase inversa de C18 usando n detector electroquimico.

e Funcion tiroidea

T3 (mcg/L), T4 (mcg/L) y TSH (mU/L) utilizando equipo automatizado

Centaur XP Siemens Diagnostics (Siemens Healthcare SA).
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4.5 EXTRACCION Y DETERMINACION DE OXILIPINAS, NEUROPROSTANOS
Y F2-DIHOMO- ISOPROSTANOS EN ORINA MEDIANTE UHPLC-QQQ-MS/MS

Para llevar a cabo la extraccion de las oxilipinas, neuroprostanos y Fat-
dihomo-Isoprostanos humanos en la orina, se realiz6 previamente una etapa de
hidrdlisis enzimatica que simulaba la digestion, seguida de la extraccidon en fase
solida (SPE) que se describe a continuacién (115,263).

Una vez recogidas las muestras de orina de cada sujeto, se almacenaron a -
80°C hasta su analisis. Para la hidrdlisis enzimatica, se dejaron descongelar las
muestras y se tomo 1 mL de orina a temperatura ambiente a la que se anadieron
100uL de tampdn de acetato 0,1M, pH 4,9, luego se afiadieron 55 puL de enzima (3-
glucuronidasa Helix pomatia G-0876) para eliminar los conjugados glucurénido y
sulfato segtin (122,167) y se incub6 durante 2 horas a 37°C en bafio caliente.
Después de dos horas, se afiadieron 500 uL de MeOH/HCL mM para provocar un
precipitado proteico, se agitdé en vortex y se centrifugé a 10.000 rpm durante 5
min.

Posteriormente, se pas6 a la fase 2 de SPE. Para el procesamiento de las
muestras, el sobrenadante se transfirio a tubos falcon de 15 mL, se ahadieron 1250
UL de MeOH vy se agitd en vortex. Se afiadieron 2 mL de tampdn Bis Tris 0,02 M
HCL, pH 7 y se volvi6 a agitar. El siguiente paso fue acondicionar los cartuchos
(Stra-ta-X-AW- Phenomenex) y luego cargar la muestra. Para acondicionar los
cartuchos, se anadieron 2 mL de MeOH y 2 mL de MiliQ H:O, se cargd la muestra
y se lavo con 4 mL de MiliQ H:0 y el flujo de aire eliminé los compuestos no
intersecantes de los cartuchos. Posteriormente, se realizé la elucién de los
compuestos de interés con 1 mL de MeOH vy se almacend en un eppendorf para
posteriormente secar el eluyente en el concentrador de vacio de velocidad
durante 24 horas y se almacend congelado hasta su posterior andlisis.

Antes del analisis por UHPLC, la muestra tuvo que ser reconstituida con
200 pL de fase moévil (H20/0,1% acido féormico:MeOH, 90:10), bafio sonico durante
10 min y filtrado a través de filtros de PTFE de 0,45 puL con jeringas de 1 mL para

finalmente introducir la muestra en viales de vidrio &mbar con inserto.
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4.6 ANALISIS DE OXLIPINAS MEDIANTE UHPLC-QQQ-MS/MS

La separaciéon cromatografica de las oxilipinas presentes en la orina se llevo
a cabo empleando un UHPLC acoplado a un espectrdmetro de masas en tandem
de triple cuadrupolo 6460 QqQ-MS/MS (Agilnet Technologies, Waldbronn,
Alemania), utilizando la configuracion descrita anteriormente (85,263). La
separacion cromatografica se realizé en una columna ACQUITY BECH C18 (2,1 x
150 mm, tamano de poro de 1,7 um) (Waters, MA, EE.UU.). El andlisis MS se
aplico en modo monitorizacién de reacciones multiples (MRM) electrospray (ESI)
negativo. Las fases moviles utilizadas fueron el disolvente A (Milli-Q H2O/acido
acético (99,99:0,01, v/v)) y el disolvente B (MeOH/acido acético (99,99:0,01, v/v)).
El caudal y el volumen de inyecciéon fueron de 0,150 mL/min y 20 pL/min,
respectivamente. La identificacion y cuantificacion de las oxilipinas se logrd
mediante el analisis de las masas parentales y los patrones de fragmentacion
especificos de las oxilipinas de las tabla 5 y 6, realizados mediante analisis de
espectrometria de masas en modo de MRM Yy la aplicaciéon de la ionizacion por
ESI. Ademas, la identificacion y cuantificaciéon de las oxilipinas monitoreadas se
realizo utilizando estdndares auténticos de las oxilipinas referenciadas en las
tablas 5 y 6. La adquisicidn y el procesamiento de los datos se realizaron con el

software MassHunter version B.08.00 (Agilent Technologies, Alemania).

4.7 ANALISIS DE NEUROPROSTANOS Y Far-DIHOMO-ISOPROSTANOS EN
ORINA MEDIANTE UHPLC-QQQ-MS/MS

La separacidon cromatografica de los NeuroPs/Fz-dihomo-IsoPs presentes en
la orina se llevo a cabo empleando un sistema de UHPLC acoplado a un
espectrometro de masas en tandem de triple cuadrupolo 6460 QqQ-MS/MS
(Agilnet Technologies, Waldbronn, Alemania), utilizando la configuracion
descrita anteriormente (167) . La separacion cromatografica se realizd en una
columna ACQUITY BECH C18 (2,1 x 50 mm, tamafio de poro de 1,7 um) (Waters,
MA, EE. UU.). Las temperaturas de la columna fueron de 6 °C (izquierda) y 6 1°
(derecha). La MRM se realizé utilizando el modo de ionizaciéon por ESI y el

tiempo de permanencia fue de 25 ms para todas las transiciones MRM. Las fases
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moviles A (H20) y B(MeOH) contenian 0,01% de acido acético (v/v). La velocidad
de flujo fue de 0,2 mL/min, utilizando un esquema de gradiente lineal:
(t,%B):(0,0,60,00),(7,00;70,00),(7,01;90,00),(10,00; 90,00),(10,01;60,00). El volumen de
inyeccion fue de 20 uL. Las condiciones de funcionamiento de los parametros de
la EM fueron las siguientes: flujo de gas, 8 L/min; nebulizador, 30 psi; voltaje del
capilar, 4000V; voltaje de la boquilla, 1000V; temperatura del gas, 325 °C;
temperatura del gas de la vaina, 350 °C; y flujo de gas del chorro, 12 L/min. La
concentracion urinaria de las NeuroPs/dihomo-IsoPs se calculd a partir de la
relacion de drea de los picos de iones de los compuestos sobre los estandares
deuterados correspondientes. La adquisicion y el procesamiento de los datos se
realizaron con el software MassHunter version B.08.00 (Agilent Technologies,

Alemania).

4.8 ESTADISTICA

Se realiz6 un analisis descriptivo (media y desviacion estandar SD) de todas
las variables del estudio, en condiciones basales y en su evolucion, empleando el
test de Kolmogodrov-Smirnov para verificar la distribuciéon normal de los datos
discontinuos, tanto en periodo de consumo de producto (EXT) como de consumo
de placebo (PLA).

En la linea de base se realizaron comparaciones t-Student entre las dos
ramas del estudio para comprobar que se partia de grupos homogéneos. Para
analizar la evolucién de las variables entre grupos se realizo un analisis de
varianza para medidas repetidas con un factor intrasujeto (tiempo: basal y final
para cada rama de estudio) y un factor intersujeto (producto: experimental y
placebo). Para el analisis post-hoc se realizé el test de Bonferroni. Se realizaron
comparaciones para aquellos efectos significativos con la opcién de asumir o no
igualdad de varianzas.

En el conjunto de pruebas estadisticas el nivel de significacion utilizada fue
de 0,05 y el anadlisis estadistico se realiz6 mediante el software informatico SPSS
Statistics 27 (SPSS, Inc., Chichago, IL, USA).
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4.9 CONFIDENCIALIDAD

El presente ensayo clinico se realiz¢ siguiendo las normas de buena practica
clinica y las condiciones que deben regir los estudios de intervencion con
humanos delimitados en la Declaracién de Helsinky.

Durante el ensayo clinico, todos los datos obtenidos se conservaron en los
mas altos niveles de conducta profesional y confidencialidad, siguiendo con la
legislacion nacional y europea vigente acerca de proteccion de datos de caracter
personal (Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos
Personales y garantia de los derechos digitales y Reglamento (UE) 2016/679 del
Parlamento Europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 relativo a la proteccion
de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de datos personales y a la
libre circulacién de esto datos).

Los investigadores informaron a cada uno de los sujetos de que su
informacién personal solo tenia fines a nivel de investigacion y seria almacenada
en una base de datos informatica.

La identidad de los sujetos fue codificada de forma confidencial, de modo
que en ningun lugar apareciese el nombre de los sujetos, y solo el personal
debidamente autorizado tuvo acceso a dichos datos personales en caso de

verificacion de algtn criterio relacionado con el estudio.
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V - RESULTADOS

5.1 POBLACION A ESTUDIO

Un total de 117 sujetos sanos de ambos sexos fueron reclutados para
comenzar la intervencion, de los cuales 4 no cumplian los criterios de seleccion. El
resto fueron aleatorizados en 2 grupos homogéneos vy, tras la aleatorizacién, 5 de
ellos decidieron no acudir a la primera visita. Finalmente 108 sujetos comenzaron
la intervencién y, tras las pérdidas de seguimiento y abandono, un total de 92
sujetos completaron la intervencion y fueron incluidos en el analisis estadistico
final. En la tabla 8 se pueden observar las caracteristicas demograficas de la
poblacion que finalizd la intervencién y en la figura 11 el diagrama de flujo del
estudio detallado.

Tabla 8. Caracteristicas demograficas de la poblacion que finalizé la intervencion.

Total N1 N2
N 92 48 44
Hombres 45 20 25
Mujeres 47 28 19
Edad (afos) 34 £ 11 33 £ 10 36 £ 12
Peso (kg) 73.10 = 14.29 70.68 * 13.88 75.68 = 14.44
Estatura (cm) 172 £ 9 171 £ 9 173 £ 9

IMC (kg/m?) 244 + 343 23.98 = 342 2499 *+ 3.38
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Reclutados para el cribado (n=17)

{ Reclutamiento ]

Excluidos (n=9)

+ No cumplen criterios de inclusion (n=4)

+ No quisieron participar (n=>5)

Aleatorizaddn (r= 108 )

l

EXTRACTO (n1=55)
+ Recibieron el producto asignado (n=55)

¢ No recibieron el producto asignado (n=0)

L Distribucion 1 ]

PLACEBO (n2=53)
+ Redbieron el producto asignado (n=>53)

+ No recibieron el producto asignado (n=0)

Seguimiento

Pérdidas durante el seguimiento (n=7) L

Intervencion interrumpida (n = 0)

Pérdidas durante el seguimiento (n=8)

Intervencion interrumpida (n = 0)

Periodo de lavado

4 Semanas

EXTRACTO (nz=45)
+ Recibieron el producto asignado (n=45)

+ No recibieron el producto asignado (n=0)

L Distribucion 2 J

PLACEBO (ni1=48)
+ Redbieron el producto asignado (n= 48)

+ No recibieron el producto asignado (n=0)

| (

Seguimiento

Pérdidas durante el seguimiento (n=1)

Intervencion interrumpida (n = 0)

Pérdidas durante el seguimiento (n=0)

Intervencién interrumpida (n=0)

l

e

Analisis

]

J

Analizados (nz =44)

+ Excluidos del analisis (n=0)

Analizados (n1 =48)

+ Excluidos del anélisis (n=0)

Figura 11. Diagrama de flujo del estudio.
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5.2 BIOMARCADORES DE PEROXIDACION LIPIDICA GENERALIZADA

Tanto al inicio como al final de la intervencion, se recogieron muestras de
orina para determinar la variacion de diferentes oxilipinas. Conviene resaltar que
al comienzo de la intervencion los niveles de basales oxilipinas no presentaban
diferencias estadisticamente significativas al realizar la comparacién entre grupos
en ninguna oxilipina, por lo tanto, se puede afirmar que partian de valores

homogéneos.

5.2.1 Prostanoides

De los diferentes prostanoides evaluados en la tabla 6, se logr6 cuantificar
los mostrados en la tabla 9, la cual estd segmentada por rutas metabodlicas para

facilitar su compresion.

Tabla 9. Evolucion de los diferentes prostanoides en orina medidos durante la
intervencidn. Los valores estan expresados como media y desviacidon estandar

(SD) al comienzo y final de la intervencidn.

Oxilipina (ng/ml)  Producto Basal Final p1 p2
Prostanoides derivados de AA
Ruta D
Placebo 0.86+021 0.77+0.16 0.065
PGD:2 0.855
Extracto 0.80+0.19 0.73+0.17 0.081
Placebo 1.18+0.38 1.13+0.32 0.704
11-B-PGFaa 0.324
Extracto 1.11+043 0.92+0.27 0.037*
) Placebo 1.16+0.31 1.20+0.41 0.692
2,3-dinor-11p3-PGFza 0.134
Extracto 1.17+0.35 1.02+0.27 0.033*
Ruta E
Placebo 1.01+0.30 1.10+0.39 0.342
PGE:2 0.172
Extracto 1.02+0.38 1.26+0.38 0.020*
Ruta F
Placebo 0.92+0.23 0.88+0.24 0438
15-keto-PGFaa 0.244

Extracto 0.90+0.25 0.74 +0.19 0.004*
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Tabla 9. Continuacion

Oxilipina (ng/ml)  Producto Basal Final p1 p2
Prostanoides derivados de DGLA
Placebo 0.63+0.14 0.64+0.10 0.886
PGFia 0.145
Extracto 0.64+0.10 0.59+0.15 0.101
TOTAL PROSTANOIDES
Placebo 4.81+1.43 4.94+1.50 0.596
Total Prostanoides 0.158
Extracto 4.70 +1.33 436+ 0091 0.105

* Significa diferencias estadisticamente significativas entre momento basal y final (p <

0.05). p1 (intragrupo) p2 (producto*tiempo).

e RutaD

Las 3 PGs derivadas de la ruta D variaron de forma similar durante la
intervencién. En el caso de PGD: PG primaria y precursora de la serie, se
observaron disminuciones similares en ambos grupos siendo (A -0.08 ng/ml) (p =
0.065) para PLA y (A -0.07 ng/ml) (p = 0.081) EXT sin llegar a ser significativas tras
la ingesta de ninguno de los productos. Al realizar la comparacién entre la
evolucion entre grupos durante la intervencion, tampoco se observaron
diferencias significativas (p = 0.855). Dicha ausencia de significacion podria
deberse a su vida corta y rapida metabolizacion en el resto de los metabolitos de
la ruta D.

En cuanto a los metabolitos de PGD:, para la 11-5-PGFzx se observé una
disminucién no significativa tras el consumo de PLA (A -0.05 ng/ml) (p = 0.704),
mientras que tras el consumo de EXT si se observé una reduccion mas
pronunciada (A -0.22 ng/ml) y significativa (p < 0.037). Al realizar al comparativa
de la evolucién entre grupos al final de la intervencion no se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p = 0.118). En el caso de la 2,3-dinor-
11B-PGFza, tras el consumo de PLA se observd un ligero incremento (A 0.04
ng/ml) (p = 0.692) no significativo, y de forma opuesta tras el consumo de EXT se
aprecié una reduccion significativa (A -0.16 ng/ml) (p < 0.033). Al realizar la
comparacion de la evolucidn entre grupos, tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.134). Los datos sugieren que el consumo de
EXT podria contribuir a ciertas mejoras, mediante la reducciéon de metabolitos
derivados de la PGD..
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11-B-PGF.«x 2,3-dinor-113-PGFx
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Figura 12. Evolucion de PG derivadas de la ruta D durante la intervencion.

e RutaE

En el caso de la ruta E, solo fue posible cuantificar su metabolito primario y
precursor de la ruta, la PGEz. Los valores de dicha PG se incrementaron tras el
consumo de PLA (A 0.09 ng/ml) de forma no significativa (p = 0.342), mientras que
tras el consumo de EXT se incrementaron de forma significativa (A 0.24 ng/ml) (p
< 0.020). Al realizar la comparativa de la evolucion entre grupos al final de la
intervencién, no se observaron diferencias estadisticamente significativas, sin
embargo, si se observan diferencias estadisticamente significativas en el momento
final de la intervencién entre PLA y EXT (p < 0.017) que no se observaban en el
momento basal (p = 0.943), lo que sugiere que el consumo de EXT podria
contribuir a mejoras respecto al PLA mediante mecanismos antiinflamatorios.
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Figura 13. Evolucion de la PGE:durante la intervencion.
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e RutaF

Respecto a la ruta F de PGs derivadas del AA, solo fue posible cuantificar la
15-keto-PGFza. Tras el consumo de PLA los valores se mantuvieron constantes con
una ligera reduccién (A -0.04 ng/ml) no significativa (p = 0.438), mientras que tras
el consumo de EXT se produjo una reduccion (A -0.16 ng/ml) estadisticamente
significativa (p = 0.004). Tras realizar al comparativa de la evolucién entre grupos
al final de la intervencion, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.244). A pesar de ello, si se observan diferencias
estadisticamente significativas en el momento final de la intervencién entre PLA y
EXT (p = 0.045) que no se observaban en el momento basal (p = 0.690), lo que

sugiere que el consumo de EXT podria contribuir a mejoras respecto al PLA.
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Figura 14. Evolucion de la 15-keto-PGFzx durante la intervencion.

e Prostanoides derivados de DGLA
En el caso de PG derivadas de DGLA se logré cuantificar la PGFia, cuyos
valores se mantuvieron estables tras el consumo de PLA (A 0.01 ng/ml) (p = 0.886)
y ligeramente reducidos tras el consumo de EXT (A -0.05 ng/ml) (p = 0.101) no
siendo en ninguno de los dos casos. Al realizar la comparacion de la evolucion

entre grupos, tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas (p
=0.145).
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e Prostanoides totales

El valor total de prostanoides varié de forma opuesta en cada grupo, en
funcion del tipo de producto consumido. Tras el consumo de PLA se observd un
incremento de los valores totales de (A 0.13 ng/ml), mientras que tras el consumo
de EXT un descenso de (A -0.34 ng/ml). Pese a no observarse diferencias
estadisticamente significativas tras consumo de PLA (p = 0.596) o EXT (p = 0.105)
en los grupos por separado, ni al realizar la comparativa de la evolucién entre
grupos al final de la intervencion (p = 0.158), si se observan diferencias
estadisticamente significativas en el momento final de la intervencién entre PLA y
EXT (p < 0.017) que no se observaban en el momento basal (p = 0.690), lo que
sugiere que el consumo de EXT podria contribuir a mejoras respecto al PLA

reduciendo el contenido total de prostanoides.
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Figura 15. Evolucion de la suma de prostanoides totales durante la intervencion.
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5.2.2 Isoprostanos

De los isoprostanos analizados, se logaron cuantificar los 4 que se muestran

en la tabla 10, todos derivados de la serie 15, cuyo precursor es el 15-Fa-IsoP.

Tabla 10. Evolucion de los diferentes isoprostanos en orina medidos durante la
intervencidn. Los valores estan expresados como media y desviacidon estandar
(SD) al comienzo y final de la intervencion.

Oxilipina

(ng/ml) Producto Basal Final p-1 p-2

Isoprostanos

Isoprostanos derivados de 15-Fa-IsoP

. ) Placebo 0.56+0.16 0.53+0.17 0.436
2,3-dinor-15-epi-15F2 0.625
Extracto 0.60+0.10 0.55+0.08 0.025%

. Placebo 0.60+0.15 0.67 +£0.10 0.098
2,3-dinor-15F2t 0.059
Extracto 0.61+0.12 0.56 +0.11 0.258

) Placebo 1.20+£0.31 1.28 £ 0.38 0.500
15-epi-15F2 0.867
Extracto 1.07 £ 0.36 1.12+£0.32 0.643

Placebo 1.62+0.39 1.72+0.51 0.513

ent-PGFza 0.150
Extracto 1.59 +0.37 1.44 +0.32 0.137
TOTAL ISOPROSTANQOS
Placebo 2.76 +1,24 3.52+1.08 <0.001*
Total IsoPs <0.001¢#

Extracto 3.33+1,24 2.89£0.96 0.025*

* Significa diferencias estadisticamente significativas entre momento basal y final (p <
0.05). * Significa diferencias estadisticamente significativas entre grupos al final de la

intervencion (p < 0.05). p1 (intragrupo) p2 (producto*tiempo).

¢ Ruta 15-Fx-Isop
El 15-F2+-Isop, considerado como isoprostano primario y precursor de la ruta
15 no se logrd cuantificar, lo cual podria ser debido a la vida corta y rapida
metabolizacién de dichos compuestos, no obstante, si se lograron cuantificar 4 de

sus metabolitos.
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® 2,3-dinor-15-epi-15Fz
Los valores de 2,3-dinor-15-epi-15F2t se vieron reducidos tras el consumo de
PLA (A -0.03 ng/ml) (p = 0.436) y de EXT (A -0.03 ng/ml) (p < 0.025) siendo
estadisticamente significativo solo tras el consumo de EXT. Al realizar la
comparacion de la evoluciéon entre grupos al final de la intervencién no se

observaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0.625).
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Figura 16. Evolucion 2,3-dinor-15-epi-15F2 durante la intervencion.

® 2 3-dinor-15Fz

Los valores de 2,3-dinor-15Fz se mantuvieron estables con un ligero
incremento no significativo tras consumo de PLA (A 0.07 ng/ml) (p = 0.098) y una
leve reduccion no significativa tras consumo de EXT (A -0.04 ng/ml) (p = 0.258). Al
realizar la comparacion de la evolucion entre grupos al final de la intervencion no
se observaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0.059). No obstante,
al realizar la comparaciéon del momento final entre grupos, si se observan
diferencias estadisticamente significativas entre PLA y EXT (p < 0.002) que no se
observaban en el momento basal (p = 0.768), lo que sugiere que el consumo de
EXT podria contribuir a mejoras respecto al PLA si el protocolo de consumo

hubiera sido mas prologando.
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Figura 17. Evolucion 2,3-dinor-15Fz durante la intervencion.
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e 15-epi-15Fx
Los valores de 15-epi-15F2 se mantuvieron estables a lo largo de la
intervencién. Se observé un ligero incremento no  significativo
independientemente del producto consumido PLA (A 0.08 ng/ml) (p = 0.500) EXT
(A 0.05 ng/ml) (p = 0.643). Al realizar la comparacion de la evolucion entre grupos
al final de la intervencion no se observaron diferencias estadisticamente

significativas (p = 0.867).

e Ent-PGFzq

Los valores de 15-epi-15F2 se mantuvieron estables a lo largo de la
intervencion. Se observo un ligero incremento no significativo tras el consumo de
PLA (A 0.1 ng/ml) (p = 0.513) y una ligera reduccion tras el consumo de EXT (A -
0.15 ng/ml) (p = 0.643). Al realizar la comparacion de la evolucién entre grupos al
final de la intervencion no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.150). No obstante, al realizar la comparacién del momento
final entre grupos, si se observan diferencias estadisticamente significativas entre
PLA y EXT (p < 0.017) que no se observaban en el momento basal (p = 0.745), lo
que sugiere que el consumo de EXT podria contribuir a mejoras respecto al PLA si
el protocolo de consumo hubiera sido mas prologando.
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Figura 18. Evolucion de la ent-PGF2, durante la intervencion.
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e Isoprostanos totales

Los valores de isoprostanos totales variaron en diferente direcciéon en
funcion del producto consumido. Tras la ingesta de PLA se vieron incrementados
de forma significativa (A 0.76 ng/ml) (p < 0.001), mientras que tras el consumo de
EXT se vieron reducidos de forma significativa (A -0.44 ng/ml) (p < 0.025). Al
realizar la comparacion de la evolucion entre grupos al final de la intervencidn se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001), y al realizar la
comparacion del momento final entre grupos, también se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre PLA y EXT (p < 0.001). Dichos resultados

parecen confirmar que el consumo es efectivo para reducir el contenido de

isoprostanos.
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Figura 19. Evolucion del total de Isoprostanos durante la intervencion.

5.2.3 Oxilipinas totales

En cuanto a oxilipinas totales se considerd la suma tanto de prostanoides
como IsoPs debido a que proceden de la misma ruta de metabolizaciéon del AA

cuya variacion de valores a lo largo de la intervencion se pueden consultar en la
tabla 11.
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Tabla 11. Evoluciéon de las oxilipinas totales en orina medidas durante la
intervencién. Los valores estan expresados como media y desviacidon estandar
(SD) al comienzo y final de la intervencion.

Oxilipina .
(ng/ml) Producto Basal Final p-1 p-2
Placeb 7,57 £2,11 8,46 +2,07 0,021*
Total Oxilipinas acebo * * <0,001*

Extracto 8,03+1,86 7,25+1,23 0,006*

* Significa diferencias estadisticamente significativas entre momento basal y final (p <
0.05). * Significa diferencias estadisticamente significativas entre grupos al final de la

intervencion (p < 0.05). p1 (intragrupo) p2 (producto*tiempo).

El contenido total de oxilipinas vario de forma distinta en funcién del
producto consumido como describe la tabla 11. Tras el consumo de PLA sus
valores se vieron incrementados significativamente (A 0.89 ng/ml) (p < 0.001,
mientras que tras el consumo de EXT sus valores se vieron reducidos de forma
significativa (A -0.78 ng/ml) (p < 0.001). Ademas, es destacable que tras realizar la
comparacion en la evolucion entre grupos al final de la intervencidon también se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001), al igual que
ocurre cuando se compara el momento final entre PLA y EXT (p < 0.001), lo que
parece confirmar que le consumo de EXT es eficaz en la reduccion de oxilipinas

en orina.
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Figura 20. Evolucion de la suma de oxilipinas totales durante la intervencion.
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5.3 BIOMARCADORES DE PEROXIDACION LIPIDICA ESPECIFICOS DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Tanto al inicio como al final de la intervencion se recogieron muestras de
orina para determinar la variacion de diferentes NeuroPs y Fz-dihomo-IsoPs.
Salvo para el Ent-7(RS)-7-F2t-dihomo, conviene resaltar que al comienzo de la
intervencién los niveles basales oxilipinas no presentaban diferencias
estadisticamente significativas al realizar la comparacion entre grupos en ninguna
oxilipina, por lo tanto, el resto partian de valores homogéneos. Su evolucion

durante la intervencion se aprecia en la tabla 12.

Tabla 12. Evolucion de neuroprostanos en orina medidos durante la intervencion.
Los valores estan expresados como media y desviacion estandar (SD) al comienzo
y final de la intervencion.

Neuroprostanos (ng/ml) Producto Basal Final p-1 p-2

Fa-dihomo-IsoPs

Placebo 2,51 +0,881 2,39 +0,828 0,621
17-epi-17-Fat-dihomo 0,001%
Extracto 2,59 +0,853 0,94 + 0,261 0,001*

Placebo 1,23 £0,358 1,23 + 0,406 0,983

17-Fa--dihomo 0,084
Extracto 1,34 + 0,425 1,17 + 0,308 0,015
Placebo 0,60 + 0,182 0,63 +0,181 0,971
ent-7(RS)-7-Fa-dihomo 0,001%
Extracto 2,51 +0,643 0,54 +0,149 0,001*
NeuroPs
Placebo 18,12 + 6,41 18,50 + 5,86 0,86
4-Fa-NeuroP 0.027

Extracto 22,04 +7,47 14,10 £ 5,335 0,001*

* Significa diferencias estadisticamente significativas entre momento basal y final (p <
0.05). * Significa diferencias estadisticamente significativas entre grupos al final de la

intervencién (p < 0.05). p1 (intragrupo) p2 (producto*tiempo).
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5.3.1 F2t-dihomo-IsoProstanos

e 17-epi-17-Fz-dihomo

Los valores 17-epi-17-Fa-dihomo se vieron reducidos de forma no
significativa tras el consumo de PLA (A -0.121) (p < 0.001), mientras que tras el
consumo de EXT se vieron reducidos de forma mas pronunciada y significativa
(A -1.65 ng/ml) (p < 0.001). Ademas, es destacable que tras realizar la comparacion
en la evolucion entre grupos al final de la intervencion se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.001), al igual que ocurre cuando se compara
el momento final entre PLA y EXT (p < 0.001), que lo dota de mayor potencia
estadistica y parece confirmar que le consumo de EXT es eficaz en la reduccién de

dicha variable.
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Figura 21. Evolucion de 17-epi-17-Fa-dihomo durante la intervencion.

e 17-Fa-dihomo
Los valores 17-Fz-dihomo se mantuvieron estables tras el consumo de PLA
(A 0) (p < 0.983), mientras que tras el consumo de EXT se vieron reducidos de
forma significativa (A -0.17 ng/ml) (p < 0.015). No obstante, al realizar la
comparacion en la evolucion entre grupos al final de la intervencién no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0.084). Dichos datos
sugieren que el consumo de EXT mejora dicha variable reduciendo su valor

respecto a PLA.
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Figura 22. Evolucion de 17-F2-dihomo durante la intervencion.

e ent-7(RS)-7-Fa-dihomo

Los valores de ent-7(RS)-7-Fz-dihomo partian de valores dispares y no
homogéneos al comienzo de la intervencion (p < 0.001), siendo mas elevados en el
grupo EXT. Al comparar la evolucion en los grupos por separado se observa que
no se alteran tras consumo de PLA (A 0.03) (p < 0.971), mientras que tras el
consumo de EXT se vieron reducidos de forma significativa (A -1.97 ng/ml) (p <
0.001). Tras realizar la comparacion en la evolucién entre grupos al final de la
intervencidn se observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001),
y al realizar la comparacion al final del estudio dejaron de observarse las
diferencias significativas del estado basal (p = 0.152). Dichos resultados parecen
mostrar que el EXT presenta eficacia en cuanto a la reduccion de dicha variable.
No obstante, dado que al comienzo de la intervencién los resultados eran muy
dispares, y al desconocimiento del motivo se debe ser cauto interpretando dichos
resultados.
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Figura 23. Evolucion de ent-7(RS)-7-Fz-dihomo durante la intervencion.
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5.3.2 Neuroprostanos

e 4-Fsa-Neurop

Respecto al 4-Fs«-Neurop, neuroprostano mas representativo se observa que
tras el consumo de PLA sus valores no variaron de forma significativa (A 0.38) (p
< 0.86), mientras que tras el consumo de EXT se vieron reducidos de forma
significativa (A -7.94 ng/ml) (p < 0.001). Al realizar la comparacion en la evolucion
entre grupos al final de la intervencion se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.02), ademas para dar mds peso a la potencia estadistica al
analizar la diferencia en el momento final de la intervencién entre PLA y EXT
también se observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.025). Por

lo tanto, el consumo de EXT parece eficaz a la hora de reducir dicha variable.
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Figura 24. Evolucion de 4-Fa-Neurop durante la intervencion.

5.4 BIOMARCADORES EN PLASMA

Al comienzo y final de cada fase se realizaron extracciones sanguineas para
evaluar diferentes pardmetros en plasma; (parametros asociados a la inflamacidn,
parametros asociados a riesgo cardiovascular, perfil lipidico, vitaminas,
inmunidad, funcion tiroidea, catecolaminas y pardmetros para determinar la
seguridad del producto). La tabla 13 muestra la evoluciéon de los biomarcadores

plasmaticos evaluados durante la intervencion.
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Tabla 13. Evolucidn de los diferentes biomarcadores en plasma medidos durante
la intervencion. Los valores estan expresados como media y desviaciéon estandar
(SD) al comienzo (basal) y final de la intervencion.

Biomarcador = Producto Basal Final p-1 p-2
Parametros de Inflamacion
OxLDL Placebo 88.16 +30.14 86.08 + 32.57 0.632 0.189
(ng/mL) Extracto 78.97 +24.48 69.52 +15.64 0.005*
sTNFR1 Placebo 1.43+0.32 1.43+0.33 0.864 i
(ng/mL) Extracto 1.49 +0.37 1.36 + 0.26 0.043*
PCR Placebo 1.84 +0.64 1.71+0.41 0.085 0.792
(mg/L) Extracto 1.50 + 0.33 1.39+0.37 0.021*
TNF- Placebo 5.69 £ 1.02 5.30 £ 0.87 0.006*
(pg/mL) Extracto 5.82+1.14 5.22+1.21 <0.001* 0.302
Parametros asociados a riesgo cardiovascular
Homocisteina Placebo 11.75+2.21 11.07 +2.92 0.024* 0.094
(mcm/L) Extracto 11.65 +2.30 10.33+2.17 <0.001* '
Parametros asociados perfil lipidico
HDL colesterol ~ Placebo 66.28 +15.34 61.76 + 15.14 0.004* D
(mg/dL) Extracto 63.12 £ 15.11 69.37 £15.29 0.002*
Trigliceridos Placebo 74.07 £26.92 73.94 £29.27 0.967 0.744
(mg/dL) Extracto 69.79 £ 24.93 68.39 + 21.54 0.588
Colesterol Total  Placebo 187.71 +40.21 188.78 + 39.07 0.329
(mg/dL) Extracto  184.06 = 36.30 187.13 + 32.07 0.456 0860
Vitaminas
Vitamina B12 Placebo 309.11+ 85.1 314.99 + 82.20 0.430 0.260
(pg/mL) Extracto  308.41 +123.51 333.45 +115.00 0.092
Vitamina E Placebo 13.20 +3.33 13.21 +3.53 0.980 e
(mcg/mL) Extracto 13.15+ 3.68 13.20 + 3.37 0.906 '
Catecolaminas
Cortisol Placebo 14.32 +5.22 13.92+3.72 0.358 0.152
(mcg/L) Extracto 13.42 +4.07 13.87 +4.03 0.261
Adrenalina Placebo 22.05+8.03 23.50 £ 6.98 0.191 G50
(pg/mL) Extracto 22.67 £ 8.61 2391 £ 6.97 0.232
Noradrenalina Placebo 361.86 £ 110.58 367.06 +102.28 0.717 0.093
(pg/mL) Extracto  343.64 +96.38 382.85 + 83.88 0.005*
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Tabla 13. Continuacion

Biomarcador  Producto Basal Final p-1 p-2
Dopamina Placebo 15.51 + 3.09 16.25 + 4.60 0.224 T
(pg/mL) Extracto 15.43 + 2.66 19.61 +5.74 <0.001*
Funcion tiroidea

T3 Placebo 1.13+£0.23 1.07£0.19 0.003* 0.912
(mcg/L) Extracto 1.09 £ 0.23 1.03£0.16 0.003*

T4 Placebo 7.64 +1.31 8.21+.130 <0.001* Q155
(mcg/L) Extracto 8.75 + 7.49 827 +1.53 0.545

TSH Placebo 2.28+1.03 2.28+1.06 0.987 0.813

(mU/L) Extracto 223+1.11 2.20+1.03 0.657 '

* Significa diferencias estadisticamente significativas entre momento basal y final (p <
0.05). ** Significa diferencias estadisticamente significativas entre momento basal y final (p
< 0.001). *Significa diferencias estadisticamente significativas al comparar la evolucién

entre grupos (p < 0.05). p1 (intragrupo) p2 (producto*tiempo)

5.4.1 Biomarcadores relacionados con inflamacion

e LDL OXIDADA

Al evaluar la evolucién de los grupos por separado, los valores de OxLDL
disminuyeron de forma significativa tras el consumo de EXT (A-9.45 ng/ml) (p <
0.005) vs PLA (A -2.08 ng/ml) (p = 0.632), donde, pese a observarse cierta
reduccion, esta no fue significativa, lo cual refleja que el consumo de EXT mejora
dicha variable, mientras que el PLA no produce dichas mejoras. Al realizar la
comparacion de la evolucion de los grupos durante la intervencion, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0.189). No obstante, al
comparar el momento final entre PLA y EXT, si se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.001), por lo que se puede concluir que el

consumo de producto mejora en cuanto a reduccion de dicha variable.
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Figura 25. Evolucién de la LDL-Oxidada durante la intervencion.

e Proteina C-Reactiva

En el caso de la PCR, se observd una disminucion en ambos grupos
independientemente del producto consumido (A -0.13 mg/L) (A -0.11 mg/L) para
PLA y EXT respectivamente. No obstante, dicha reduccion solo fue significativa
tras el consumo de EXT (p <0.021) vs PLA (p = 0.085), por lo que se puede concluir
que el consumo de EXT mejora dicha variable respecto PLA. Al realizar la
comparativa de la evoluciéon entre grupos durante la intervencidén, no se
observaron diferencias significativas (p = 0.792). No obstante, al realizar la
comparativa entre productos al final de la intervencion si se observan diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.001), por lo tanto, el consumo de EXT parece

producir una mejora en cuanto a reduccion de la presente variable frente al PLA.
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Figura 26. Evolucién de la PCR durante la intervencion.
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e Receptor 1 del factor de necrosis tumoral

En el caso de sTNFR;, estese mantiene estable tras el consumo de PLA (A 0
ng/ml) (p = 0.864) mientras que se observa una reduccion significativa tras el
consumo de EXT (A -0.13 ng/ml) (p < 0.043), lo cual refleja que tras el consumo de
EXT se ve mejorada dicha variable. Al realizar la comparacion de la evoluciéon de
los grupos durante la intervencién se aprecian diferencias estadisticamente
significativas (p<0.023), lo cual dota de mayor peso estadistico a la hora de

concluir que el consumo de EXT mejora el valor de esta variable vs PLA.
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Figura 27. Evolucion de sTNFR1 durante la intervencion

e Factor de necrosis tumoral a

Respecto al TNF-a, se observaron reducciones estadisticamente
significativas independientemente del consumo de EXT o PLA. No obstante,
dicha reduccién y significacion fue mas pronunciada tras el consumo de EXT (A -
0.6 pg/mL) (p < 0.001) vs PLA (A -0.39 pg/mL) (p < 0.006). Al realizar la
comparacion de la evolucidén entre grupos durante la intervencién, no se

observaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0.302).
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Figura 28. Evolucion de TNF-a durante la intervencion.

5.4.2 Biomarcadores de riesgo cardiovascular
¢ Homocisteina

Los valores de homocisteina se vieron reducidos, tanto tras el consumo de
EXT como de PLA. Si bien, si se analizan los datos se observa que dicha
disminucion fue mas pronunciada y con mayor significacion estadistica tras el
consumo de EXT (A-1.32 mem/L) (p < 0.001), en comparacion con el PLA (A -0.68
mcm/L) (p < 0.024). Al realizar la comparativa en la evolucion de los grupos
durante la intervencion, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas (p = 0.094), por tal motivo no se puede concluir que el EXT mejore la
presente variable.
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Figura 29. Evolucion de Homocisteina durante la intervencion.
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5.4.3 Perfil lipidico

e Colesterol HDL

Los valores de colesterol HDL, variaron de forma opuesta y significativa en
funcion de producto consumido. Tras el consumo de EXT se observé un
incremento de (A 6.25 mg/dL) (p < 0.002) y tras el consumo de PLA una reduccion
de (A -4.52 mg/dL) (p < 0.004). Al analizar la comparacién de la evolucioén entre
grupos durante la intervencion también se observaron diferencias significativas
en entre grupos (p < 0.001), y al realizar la comparacién entre PLA y EXT al final
de la intervencion también se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.002). Dichos datos dotan de un gran peso estadistico y reflejan
que el consumo de EXT mejora los niveles de HDL colesterol frente al PLA.
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Figura 30. Evolucion del colesterol HDL durante la intervenciéon
o Triglicéridos

Los valores de TG se mantuvieron estables a lo largo de la intervencion, con
una ligera reduccién no significativa tanto tras el consumo de EXT (A -1.4 mg/dL)
(p = 0.588) como de PLA (A -0.13 mg/dL) (p = 0.967). Al realizar la comparacién de
la evolucion entre grupos durante la intervencién, tampoco se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p = 0.744), por lo que no se puede

afirmar que el consumo de EXT mejore dicha variable.
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e Colesterol total

Al igual que con los TG, los valores de colesterol se mantuvieron estables a
lo largo de la intervencién. En este caso se observaron ligeros incrementos no
significativos tras el consumo de EXT (A 3.07 mg/dL) (p = 0.456) y de PLA (A 1.07
mg/dL) (p = 0.329). Al realizar la comparaciéon de la evolucidon entre grupos
durante la intervencidén, tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.866), por lo que no se puede afirmar que el consumo de EXT
mejore dicha variable.

5.4.4 Vitaminas

e Vitamina B12 y vitamina E

Los valores plasmaticos de vitaminas se mantuvieron estables, sin cambios
significativos tras consumo de EXT o PLA. En el caso de la vitamina B12 se
observd un ligero incremento (A 5.88 pg/mL) (p = 0.43) tras consumo de PLA y de
(A 25.04pg/mL) (p = 0.092) tras consumo de EXT, mientras que los de vitamina E
fueron (A 0.0 1 pg/mL) (p = 0.98) para PLA y (A 0.05 mcg/mL) (p = 0.906) para
EXT. Al realizar la comparacion de la evoluciéon entre grupos durante la
intervencion, tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas
para ninguna de las dos vitaminas siendo (p = 0.260) y (p = 0.944) para vitamina
B12 y vitamina E respectivamente.

5.4.5 Catecolaminas

e Cortisol

Los valores de cortisol se mantuvieron estables a lo largo de la intervencion,
sin observarse cambios estadisticamente significativos. En el caso de PLA se
observé un descenso (A -0.4 mcg/L) (p = 0.358), y en el caso de EXT un incremento
de (A -0.45 mcg/L) (p = 0.261). Al realizar la comparaciéon de la evolucién entre
grupos durante la intervenciéon, tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.152), por lo que no se puede afirmar que el
consumo de EXT mejore dicha variable.
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e Adrenalina

De forma similar al cortisol, los valores de adrenalina también se
mantuvieron estables sin cambios estadisticamente significativos a lo largo de la
intervencién en ninguno de los grupos. En este caso, se aprecid un ligero
incremento (A 1.45 pg/mL) (p =0.191) y (A 1.24 pg/mL) (p = 0.232) para PLA y EXT
respectivamente. Al realizar la comparacion de la evolucion entre grupos durante
la intervencién, tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p = 0.894), por lo que no se puede afirmar que el consumo de EXT mejore dicha
variable.

e Noradrenalina

En el caso de la noradrenalina, se observo un incremento en sus valores tras
finalizar la intervencion. Tras consumo de PLA el incremento fue ligero (A 5.2
pg/mL) y no significativo (p = 0.717), mientras que tras el consumo de EXT el
incremento fue mas pronunciado (A 39.21 pg/mL) presentado una variacion
estadisticamente significativa (p < 0.005). No obstante, al realizar la comparacion
de la evolucién entre grupos durante la intervencién, no se encontraron
diferencias significativas (p = 0.093).
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Figura 31. Evolucién de la noradrenalina durante la intervencién
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e Dopamina

Los valores de dopamina se vieron incrementados de forma significativa
tras el consumo de EXT (A 4.18 pg/mL) (p < 0.001) y de forma no significativa (A
0.74 pg/mL) (p = 0.224) tras el consumo de PLA. Para dicha variable, al realizar la
comparacion de la evolucién entre grupos durante la intervencion, si se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001), al igual que al
comparar EXT y PLA al final de la intervencién (p < 0.001). Estos datos sugieren
que el consumo de EXT mejora considerablemente dicha variable respecto al PLA.
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Figura 32. Evolucién de dopamina durante la intervencion.

5.4.6 Funcion tiroidea

e T3

Los valores de T3 se vieron disminuidos de forma significativa (p < 0.003)
tanto tas el consumo de EXT como de PLA, siendo ademas la disminucion en
ambos de igual valor (A -0.06 mcg/L). Consecuentemente, al realizar la
comparativa de la evolucion entre grupos durante la intervencion, no se
observaron diferencias significativas (p = 0.912), y no se puede afirmar que la
ingesta de EXT mejore dicha variable.
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Figura 33. Evolucion de T3 durante la intervencion.

e T4

En el caso de la T4 los valores variaron de forma opuesta en funcién del
producto consumido. En el caso del PLA se vieron incrementados (A 0.57 mcg/L)
de forma significativa (p < 0.001), mientras que tras consumo de EXT se vieron
reducidos (A -0.48 mcg/L) de forma no significativa (p = 0.545). Al realizar la
comparacion de la evolucion entre grupos durante la intervencion, tampoco se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0.195).
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Figura 34. Evolucion de T4 durante la intervencion.
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e TSH

Los valores de TSH se mantuvieron estables a lo largo de la intervencion.
Tras el consumo de PLA no se observaron cambios en sus valores (A 0 mU/L) (p =
0.987), mientras que tras el consumo de EXT se observé un ligero descenso (A -
0.03 mU/L) no significativo (p = 0.657). Al realizar la comparacion de la evolucion
entre grupos durante la intervencion, tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.813), por lo que no se puede afirmar que el
consumo de EXT mejore dicha variable.

5.4.7 Parametros de seguridad

e GOT, GPT, GAMMA GT
Para determinar la seguridad del producto bajo investigacion, se evaluaron
diferentes enzimas hepaticas denominadas transaminasas (GOT, GPT y GAMMA
GT) con el objetivo de evaluar la funcidon hepatica de los sujetos, sin observarse
diferencias estadisticamente significativas en ninguna estas (p > 0.05) tras el
consumo de EXT o PLA. Por tal motivo, se puede considerar que el producto bajo

investigacion es seguro.
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VI - DISCUSION

Las ECV y el cancer son unas de la primera causas de mortalidad a nivel
mundial, y desafortunadamente han incrementado en las tltimas décadas tanto
en paises desarrollados como en paises en vias de desarrollo (264). El estrés
oxidativo es una de las causas directas o indirectas de dichas patologias (265-267),
y puede ser modulado por cambios en el estilo de vida, como por ejemplo a través
de la alimentacion (246). En este sentido, es ampliamente conocido el papel que
juegan los polifenoles, ejerciendo proteccion cardiovascular, debido a que altas
ingestas de estos compuestos se asocian a menor riesgo de ECV, cancer (268) y
enfermedades neurodegenerativas, entre otras (269).

Respecto a la salud cardiovascular, dentro de los polifenoles, el grupo de los
flavonoides ha mostrado potentes efectos beneficiosos mediante inhibicién de
agregacion plaquetaria (270), reduccion de la expresion de moléculas de adhesion
(271), mejoras en la funcién endotelial (272), alteracién del metabolismo de lipidos
(273) con inhibicion de la oxidacién de LDL (274) asi como reduccion de la
presion arterial (275).

La inflamacién aguda es un proceso necesario, debido a que actiia como
mecanismo de defensa natural del organismo. Sin embargo, cuando dicha
inflamacion se convierte en cronica es cuando se asocia a mayor produccion de
especies reactivas y acaba generando estrés oxidativo. La inhibicion o
sobrexpresion en la sintesis de cierto tipo de oxilipinas con caracter
proinflamatorio o antinflamatorio respectivamente, parece que puede modular la
inflamacion.

Los polifenoles pueden activar el factor 2 relacionado con el factor nuclear
E2 (Nrf2) que juega un rol importante al combatir la inflamacion y el estrés
oxidativo, ejerciendo proteccion frente enfermedades cardiovasculares,
pulmonares, renales, neurodegenerativas y cancer (276).

Afortunadamente y gracias al avance de la ciencia, en los ultimos afios han
surgido diferentes formas de evaluar el estrés oxidativo o estado redox del

organismo mediante la medicion de ciertos parametros antes desconocidos, como
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el caso de oxilipinas, que fueron descubiertas en los afios 90 por Morrow y
colaboradores (110). No obstante, se debe ser cauto al analizar los datos, puesto
que este tipo de compuestos presentan un bajo rango de concentracion que oscila
entre picogramos y nanogramos en la mayoria de muestras biologicas y son
dificiles de evaluar e interpretar.

Por todos estos motivos, se decidid escoger para la presente investigacion
un extracto rico en polifenoles capaz de aportar una dosis diaria de 600 mg (261)
en poblacion con bajo consumo de frutas y verduras, con el objetivo de evaluar la
peroxidacion lipidica y el estrés oxidativo mediante la variacion de oxilipinas en
funcion de sus diferentes rutas, y a través de los biomarcadores plasmaticos
citados en puntos anteriores, cuyos resultados se discutirdn a continuacion.

Uno de los mayores obstaculos que surgen a la hora de evaluar ciertos
productos a base de polifenoles, es la amplia gama de productos que el mercado
ofrece, con declaraciones en el etiquetado de ciertos componentes que no
contienen (277,278). Gracias a publicaciones previas sobre la caracterizacion y
biodisponibilidad del producto empleado, se puede considerar que una de las
fortalezas de la presente investigacion es que el EXT utilizado contiene un
elevado contenido polifenodlico de 600 mg/dia por medio de la ingesta de 6
capsulas diarias, siendo los componentes principales cinco flavonoides
(flavonoles, flavanos, flavanonas, flavan-3-oles y antocianinas) y un no flavonoide
(elagitaninos) (260,261). Todos los metabolitos que se lograron cuantificar en
plasma se encontraron conjugados en forma de glucurénido, glicina o sulfato,
siendo absorbidos en diferentes momentos a lo largo del aparato digestivo,
especialmente a nivel de colon.

Asi como el consumo de vitaminas muestra beneficios a corto plazo, la
literatura cientifica justifica un consumo de polifenoles a largo plazo para obtener
beneficios, motivo por el cual se consideré que el consumo de producto fuese
durante 4 meses en la presente investigacion. Por otro lado, pese a la baja
biodisponibilidad de los polifenoles en los seres humanos, parece que una ingesta
combinada de estos como es el caso del extracto utilizado, presenta mayor eficacia
frente al consumo de productos aislado por una posible sinergia entre polifenoles,
y por lo tanto podria solventar dicho problema.
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La discusion abarcara las oxilipinas en funcién de sus diferentes vias
enzimadticas y no enzimadticas, para posteriormente tratar los biomarcadores

plasmaticos.

6.1 VIAS ENZIMATICAS

Las PGs y TXs pertenecen al grupo de isoprostanoides, cuyas funciones
bioldgicas han sido ampliamente documentados y descritas. En funcién de su via
enzimatica, familia y metabolito sintetizado, se les atribuye diferentes acciones en
el organismo, cuyos efectos son producidos mediante la activacién de GPCR (89).
En la presente investigacion en cuanto a vias enzimaticas solo se logrd cuantificar
las de la via COX.

6.1.1 COX

Como se ha comentado en la introduccion, los prostanoides se sintetizan a
partir del AA libre por la via enzimatica de la COX, produciéndose mediante la
COX 1 y COX 2 las moléculas fugaces PGG: y PGH: a partir de la que se
metabolizardn las PGs principales de las rutas y sus metabolitos bioactivos
correspondientes (85).

e RutaD

Con respecto a la ruta D, no se observaron modificaciones significativas en
su PG primaria la PGD.. No obstante, si que se apreciaron disminuciones
significativas en sus metabolitos (11-B-PGF y 2,3-dinor-113-PGFz) tras el
consumo de EXT, no apreciadas tras el consumo de PLA. El 11-3-PGFz« a su vez
es precursor del 2,3-dinor-118-PGFx (279) y ambos presentan actividades
bioldgicas andlogas incrementando la broncoconstriccion e inhibiendo la
diferenciacién del tejido adiposo (122). De forma analoga a la PGEz, la PGD: tiene
la capacidad de comportarse de forma proinflamatoria o antinflamatoria y puede
ser sintetizada por dos vias, la clasica mediante la PGH2 o a través de la PGE2
(112).

e RutaE
Tras realizar la cuantificacion de las diferentes oxilipinas, en el caso de la

ruta E tan solo se logro cuantificar su PG principal la PGE2 cuyos valores se
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vieron incrementados de forma significativa tras el consumo de EXT, no
observandose ninguna modificacién tras el consumo de PLA. En procesos
inflamatorios, asi como en los clasicos de enrojecimiento, hinchazén y dolor en
funcion del tipo de receptores (EP1, EP2, EPs, EP4)la PGE: puede presentar efectos
pro/antinflamatorios asi como pro/antitromboticos (78). Se ha documentado como
en las fases tempranas de la inflamacién, tiende ser una PG proinflamatoria,
mientras que en la fase de resolucion de la inflamacion los efectos son
antinflamatorios (280). La PGEz, posee la capacidad de atenuar el TNF-a y
suprimir la sintesis de citoquinas proinflamatorias como la IL-6 (281).

Debido a que a partir de la PGE: se puede sintetizar la PGD>, se puede
plantear la posibilidad de que al producirse una disminucién en la excrecion
urinaria en los metabolitos de PGD2 (ambos con caracter proinflamatorio) junto
con el incremento de PGE:;, que no afectan a las concentraciones de PGDs, el
incremento observado de PGE:z puede tener un antinflamatorio.

e RutaF

Respecto a la ruta F, solo se logrd cuantificar un metabolito procedente del
AA (15-keto-PGFz) y otro del DGLA (PGFi). En el caso del PGFi« no se
apreciaron cambios significativos durante la intervencion y por lo tanto no sera
motivo de discusion. Por otro lado, respecto a la ruta del AA en el caso del 15-
keto-PGFz, cuyo precursor es el PGFz, se apreciaron disminuciones significativas
en su excrecion urinaria tras el consumo de EXT no observadas tras el consumo
de PLA. De acuerdo con la literatura cientifica el PGFx« se asocia a estados
proinflamatorios al participar en la sintesis y secreciéon de TNF-a y diferentes
citoquinas proinflamatorias (IL-1(3, IL-6, IL-8) con efecto vasoconstrictor (282). Por
tal motivo, el descenso significativo del 15-keto-PGF:z. sugiere un potencial
poderoso antinflamatorio.

En la suma del total de prostanoides, tal como se observé en los resultados,
no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas tras consumo de EXT
o PLA. No obstante, si se observaron diferencias estadisticamente significativas al
realizar la comparacion en el momento final entre grupos, que podria ser debido a
que sus valores variaron de forma opuesta viéndose incrementados en PLA y
reducidos en EXT. Dicha observacion unida a que en el contenido total de
prostanoides se incluyé la PGEz, la cual parece ejercer en este ensayo clinico un

rol antiinflamatorio, se podria llegar a interpretar que el consumo de EXT si posee
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efectos antinflamatorios, y que de no haber incluido la PGE:zen el recuento final, si
se hubieran observado diferencias significativas respecto al PLA al comparar la

evolucion final entre grupos.

6.2 VIAS NO ENZIMATICAS

Ademas de las vias enzimaticas, los AGPI pueden sufrir peroxidacion
lipidica mediante una via no enzimadtica dependiente de ROS principalmente,
originando compuestos similares a las PGs. A diferencia de los prostanoides,
tanto los IsoPs, NeuroPs y F2t-dihomo-IsoPs se sintetizan a partir del AA,

DHA/EPA y AdA presentes in situ en la membrana respectivamente.

6.2.1 Isoprostanos

Los IsoPs son considerados como un biomarcador fiable de peroxidacion
lipidica enddgena, al ser quimicamente estables en fluidos bioldgicos (112), siendo
considerada la concentracion urinaria de IsoPs como el método “gold standard” a
la hora de evaluar el estado redox del organismo (122). Al metabolizarse y
excretarse con relativa rapidez, su cuantificacion resulta de utilidad para
determinar el estado oxidativo en un momento concreto (263).

Concentraciones elevadas de IsoPs se asocian a mayor riesgo de ECV y peor
prondstico de esta (283), ademas de encontrarse elevados en diversas condiciones
patoldgicas en humanos, observandose altamente incrementados en poblacién
obesa cuya patologia se encuentra estrechamente relacionada con la inflamacion
crénica de bajo grado, en pacientes con cancer, y en paciente que han sido
sometidos recientemente a intervencion quirtrgica (112). Por consiguiente,
cualquier tipo de tratamiento con capacidad para reducir el contenido total de
IsoPs podria considerarse como eficaz para mejorar la salud del individuo. En
este sentido, y de acuerdo con los resultados de la presente investigacion se
observaron mejoras significativas en el contenido total de IsoPs tras el consumo
de EXT frente al PLA tanto en la evoluciéon de grupos por separado, entre
productos al final de la intervencion y en la comparacién entre grupos al final del

estudio.
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De los IsoPs evaluados, solo se lograron cuantificar los pertenecientes a la
serie 15 de la ruta F, cuyo IsoP precursor principal es el 15-F2t-IsoP el cual no
pudo ser cuantificado. El 15-F2t-IsoP, se conoce como un potente vasoconstrictor
en la mayoria de los lechos vasculares, modula la actividad plaquetaria, inhibe la
angiogénesis e induce aterosclerosis mediante estimulaciéon de la adhesién de
neutrdfilos y monocitos en células endoteliales (112). Uno de los motivos por los
que no su pudo cuantificar podria ser causa directa de su rapida metabolizacion.
Afortunadamente, si se logaron cuantificar 4 metabolitos procedentes del 15-Fz:-
IsoP descritos en la tabla 10. Juzgando los resultados, se observa que en tres de
ellos se observd algtin tipo de reduccion significativa, como en el 2,3-dinor-15-epi-
15F2, tras el consumo de EXT, y en el 2,3-dinor-15Fz y ent-PGFz« tras realizar la
comparacion en el momento final entre grupos, siendo el 15-epi-15Fz el que no
presentd ningun tipo de cambio significativo. De acuerdo con las reducciones en
IsoPs totales, y teniendo en cuenta que todos los evaluados son metabolitos del
15-epi-15F2, se podria concluir que la ingesta de EXT produce mejoras a nivel
cardiovascular. Algo similar a este ensayo clinico se observé en una intervencion
que evalud la diferencia entre vinos y mostos, donde se apreciaron reducciones en
el contenido total de IsoPs, siendo mdas pronunciada en el consumo de vinos
frente a los mostos, debido a los compuestos bioactivos presentes en dichos
productos (122).

6.2.2 Neuroprostanos y F-dihomo-Isoprostanos

El SNC presenta una gran vulnerabilidad a las lesiones mediadas por ROS,
fruto del elevado consumo de oxigeno de cerebro (debido a sus altas demandas
energéticas), del alto nivel de AGPI y de sus débiles defensas antioxidantes (154),
dando lugar a una sobreproduccion de ROS (152). En concreto, el cerebro emplea
mas del 20% de todo el oxigeno consumido durante la respiraciéon mitocondrial
(284).

El cerebro utiliza cantidades elevadas de oxigeno que le hacen ser proclive
al estrés oxidativo, siendo las lesiones oxidativas cerebrales unas de las
principales causas de trastornos neurologicos como, por ejemplo, epilepsia (285).
La oxidacion del DHA en el SNC se asocia a diversos trastornos

neurodegenerativos, entre los que se incluyen sindrome de Rett, esclerosis lateral
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amiotrofica, preeclampsia, enfermedad de Huntington, Parkinson y Alzheimer
(286,287).

En la presente investigacion, se considerd evaluar tres NeuroPs
correspondientes a la serie 4 y tres Fa-dihomo-IsoPs correspondientes a la serie 7
y 17 (tabla 7) con objeto de evaluar la oxidaciéon de DHA y AdA respectivamente.
De los seis compuestos analizados, se lograron cuantificar cuatro, un NeuroPs y
tres F2-dihomo-IsoPs cuyos resultados pueden consultarse en la tabla 12.

En el caso del inico NeuroP analizado, el cual fue el 4-Fsa-NeuroP, se
observé una reduccion significativa de sus valores tras el consumo de EXT, hecho
que no ocurrid tras el consumo de PLA. Ademas, al observar las diferencias al
final de la intervencion entre grupos y comparar la evoluciéon de cada uno de ellos
también se observaron diferencias significativas, lo que refuerza la potencia
estadistica de los resultados.

Dentro de los Fa-NeuroPs los 4-Fs-NeuroPs y 10-Fa-NeuroPs son los mas
representados, encontrandose elevados en multitud de enfermedades
neuroldgicas (288) y deterioro cognitivo (289), asi como en fumadores (290) o
pacientes diabéticos tipo 2 (291). Signorini y colaboradores realizaron una
investigacion para evaluar la relevancia clinica de 4-Fs«-NeuroPs y 10-Fs-NeuroPs
en cuatro enfermedades neuroldgicas, como sindrome de Rett, sindrome de
Down, esclerosis multiple y trastorno del espectro autista, comparado con un
grupo control de sujetos de la misma edad, encontrando los niveles de 10-Fa-
NeuroPs elevados en todas las enfermedades y valores elevados de 4-F«-NeuroPs
tan solo en sindrome de Rett y esclerosis multiple (292). Estos resultados parecen
mostrar la relacion de estas moléculas con este tipo de enfermedades, como se ha
mostrado con anterioridad en este trabajo.

En el caso de los Fa-dihomo-IsoPs que proceden del AdA, se observaron
reducciones significativas tras el consumo de EXT en todos ellos (17-epi-17-Fa:-
dihomo, 17-Fa-dihomo y ent-7(RS)-7-Fa-dihomo) y al igual que con el 4-Fau-
NeuroP no observo en PLA. Ademas, el 17-epi-17-F2-dihomo presenté diferencias
significativas al realizar comparacién entre grupos al final del estudio y al
comparar la evolucién entre grupo. Es de destacar que los valores de ent-7(RS)-7-
Fa-dihomo presentaban diferencias significativas, desconociéndose la causa. Por

tal motivo, se deben tomar sus resultados con cautela, puesto que, pese a mostrar
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diferencias significativas al comparar la evolucion entre grupos durante la
intervencidn, podria deberse a que no parten de valores homogéneos.

Valores elevados de Fs-NeuroPs y Fa-dihomo-IsoPs se asocian con
enfermedades neurodegenerativas, asi como lesiones cerebrales, siendo los
primeros un biomarcador con mayor fiabilidad, que requieren mayor
investigaciéon a la hora de valorar si podria ser efectivo para la deteccion
temprana de trastornos neuroldgicos (155). Los Fi-NeuroPs parecen ser
marcadores mucho mas sensibles para el dano oxidativo de las neuronas que los
IsoPs, debido a que el DHA presenta mayor sensibilidad a la oxidacién que el AA
por la presencia de un mayor ntimero de dobles enlaces de metileno (293). Por su
parte, los Fo--dihomo-IsoPs si parecen ser un marcador temprano de peroxidacion
lipidica en el sindrome de Rett, trastorno que provoca retraso en el desarrollo
especialmente en dreas de lenguaje expresivo y manos (154,166).

Libia y colaboradores observaron como los marcadores de oxidacién del
SNC se correlacionaban positivamente con la edad (153), lo cual plantea la
eficacia de promover un consumo de polifenoles para prevenir y no acentuar
futuros problemas a nivel neuroldgico. El mismo grupo de investigacion también
observo como los valores de NeuroPs y Fa-dihomo-IsoPs se vieron incrementados
al comparar entrenamiento en altura frente a entrenamiento a nivel del mar en
triatletas de élite, lo cual parece deberse al fendmeno de la hipoxia propia de la
altura (294). En otro estudio llevado a cabo por el mismo grupo de investigacion,
se observd que la ingesta de 200 mL de jugo de aronia en triatletas de élite
durante 45 dias, reducia los marcadores de peroxidacion lipidica del SNC en
comparacion con el placebo (295). En consonancia con este ultimo estudio, se
encuentran los datos observados en una intervencion que evalud la peroxidacion
lipidica del DHA, producciéon de NeuroPs y Fa-dihomo-IsoPs como marcadores
del dafno oxidativo en el SNC, observandose mejoras tras la ingesta de vino tinto
frente a mostos o etanol, probablemente debido a la capacidad del vino de
atravesar la BHE gracias al contenido de melatonina e hidroxitirosol (296).

Los polifenoles pueden alterar la funcién cerebral en tres compartimentos;
fuera del SNC (mejorando el flujo sanguineo cerebral o modulando vias de
sefnalizacion de organos periféricos al cerebro), en la BHE (alterando los
mecanismos de entrada y salida de varias moléculas biomoléculas dependientes

de proteinas resistentes a los medicamentos) y dentro del SNC (modificando
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directamente la actividad neuronal y de las células gliales (297-299). Los
flavonoides en particular, pueden influir en la cascada de supervivencia y los
factores de transcripcion mediante la modulacion del potencial redox de las
neuronas y glias, presentando una funcion protectora frente al dafio oxidativo del
cerebro (300). Ademas, ciertos polifenoles presentan la capacidad de atravesar la
BHE (301) aunque en diversos grados en funcidn de su estructura, lo que sugiere
acciones de neuromodulacion y neuroproteccion directas (32).

Los polifenoles, presentan un amplio espectro de acciones moleculares y
celulares frente a la degeneracion neuroldgica (302). El cerebro estda mediado por
moléculas como el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina
que influye en el mantenimiento, supervivencia, crecimiento y diferenciacién de
neuronas, siendo mas activo en las regiones cerebrales asociadas a la cognicion
como corteza cerebral e hipocampo (303). Bajos niveles de BDNF se asocian
incremento de enfermedades neurodegenerativas (304). Se ha visto como los
alimentos ricos en polifenoles dietéticos, poseen actividades antioxidantes, y
antiinflamatorias a nivel cerebral, ademds de asociarse a mayor expresion de
BDNF (305). En consonancia con estas observaciones, unido a la reduccién
NeuroPs y Fz-dihomo-IsoPs descritas en la presente investigacion, parece que el
EXT utilizado podria producir mejoras a nivel cerebral disminuyendo su dafio

oxidativo debido al alto contenido polifendlicos de este producto.

6.2.3 Contenido total de Oxilipinas

Para el contenido total de oxilipinas se considerd tan solo evaluar las
procedentes del AA para que todas procediesen de la misma ruta y por lo tanto
comprende la suma de prostanoides e IsoPs.

Juzgando los resultados, se observa cdmo los valores variaron de forma
opuesta tras consumo de EXT o PLA. En el caso de PLA se vieron incrementados
de forma significativa, mientras que tras el consumo de EXT se vieron reducidos
de forma significativa. También se aprecidé significaciéon al comparar los
productos en el momento final de la intervencién, asi como la evolucién de los
grupos (producto*tiempo). Dichos resultados parecen confirmar que el consumo
de EXT reduce la peroxidacién lipidica, la inflamacion y el estrés oxidativo del

organismo al reducir el contenido total de oxilipinas.
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Sin embargo, en diferentes estudios que evaltian la variacién plasmatica de
oxilipinas, se han podido observar datos contradictorios. Por ejemplo, en un
estudio de 3 ramas en el que se les aportaba a los sujetos brdcoli, comparando la
ingesta de una racién completa, y de media racion frente a control, se observaron
reducciones de prostanoides como el 11-3-PGFz, pero no se mostraron cambios
significativos en el contenido total de IsoPs (306). Dos limitaciones que presenta
dicho estudio son el tamafio de la muestra (n=24) y el corto periodo de
intervenciéon (3 dias), lo que refleja que son necesarios protocolos de consumo
prolongados en el tiempo, asi como un tamafio de muestra considerable. En otro
ensayo clinico de 6 semanas de duracién, donde se evalud el contenido total de
IsoPs, no se observaron diferencias significativas tras la ingesta de pomelo frente
al placebo. Las tinicas reducciones significativas observadas se pudieron ver al
analizar una submuestra de la poblaciéon obesa en el grupo que consumia el
pomelo (307). Es posible que dicha reduccion solo se produjese en el subgrupo
compuesto por personas con obesidad, debido a la alta tasa de oxidacién y
peroxidacion que puede sufrir este tipo de muestra. En un estudio sobre
polifenoles procedentes del jugo de aronia y oxilipinas en poblacion deportista
(triatletas), se encontraron reducciones significativas del 11-3-PGFz,, tras consumo
de aronia e incrementos de PGE: y de 15-keto-15-Fa-IsoP respectivamente (85).
Sin embargo, no parece adecuado la comparacion de dichos resultados con los de
la presente investigacion debido a que el producto no era similar al de esta; las
muestras fueron completamente diferentes (deportistas vs. poblacién sana, donde
en poblacién deportista, gran parte de los efectos observados podrian ser
originados por la propia practica de actividad fisica), y, por ultimo, la duracion de
su estudio fue mucho mas corta (45 dias).

Cabe concluir que, entre las fortalezas de la investigacion realizada durante
la presente Tesis Doctoral, frente a investigaciones previas similares, se encuentra
el tamafio de la muestra y la duracién de la intervencion, lo cual otorga mayor

potencia estadistica y veracidad en la interpretacion de resultados.

6.3 BIOMARCADORES PLASMATICOS

En cuanto a biomarcadores plasmaticos, el hallazgo con mayor relevancia

fue la reduccién significativa de OXLDL unido al incremento del HDL colesterol



CAPITULO VI: DISCUSION 133

tras el consumo de EXT. Resultados que concuerdan con los observados en
estudios previos tanto en humanos como animales, que muestran el efecto
protector de los polifenoles frente a la aterosclerosis, mediante la inhibicion de la
proliferacion de células del musculo liso vascular (308-310).

OxLDL promueve la adhesiéon de monocitos a células endoteliales
mediante mecanismos no dependientes de la expresion de VCAM e ICAM
originando células espumosas (311), hecho que no ocurre con la LDL no oxidada
(192). Dicha adhesion se produce mediante determinados receptores como el
CD36. La OxLDL es un ligando de PPARy que regula la expresion de CD36,
facilitando la captaciéon de OXLDL por los macroéfagos (312), y por consiguiente
contribuyendo al desarrollo de aterosclerosis, mediante la activacion del sistema
inmunitario (313). Es interesante sefialar que la OXLDL favorece la aterosclerosis y
disfuncién endotelial, lo que incrementa el riesgo cardiovascular (314,315). La
OXLDL en plasma es uno de los pocos parametros reconocidos por la EFSA para
evaluar una medicion directa del dafio oxidativo en lipidos juntos a los IsoPs
(316). Entre el resto de parametros se encuentra el MDA, que parece no ser un
marcador fiable, aunque puede utilizarse como pruebas de apoyo a IsoPs y
OxLDL, siempre que se utilicen técnicas adecuadas como la cromatografia liquida
(317). Moreno-Luna y colaborades observaron que el consumo de aceite de oliva,
debido a su contenido en polifenoles, producia una reduccién de los mediadores
de inflamacion y estrés oxidativo mediante reducciones de OXLDL y PCR, a la vez
que incrementaba los nitratos plasmaticos mejorando la funcion endotelial (318).
En un estudio triple rama con un producto que contenia extracto de uvas, extracto
de uvas con 8 gramos de resveratrol y placebo, se observé que, tras 6 meses de
consumo, en el grupo placebo no se encontraron diferencias en cuanto a lipidos
plasmaticos, mientras que tras el consumo de extracto de uvas se vieron
reducidos de forma significativa los valores de OxLDL, destacando el hecho de
que en el grupo al que se agregd el resveratrol tuvo también una reduccion de la
apolipoproteina B, la cual se asocia a mayor riesgo cardiovascular que la
determinacion de LDL (319).

La PCR es una proteina de fase aguda mediada por otras citoquinas como
IL-1 e IL-6 y sintetizada en el higado (176). En la presente investigacion y de
acuerdo con la bibliografia se evalud la PCR ultrasensible (mg/L), cuyo riesgo se

establece como riesgo bajo cuando se encuentra en valores por debajo de 1 mg/L,
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riesgo moderado entre 1 y 3 mg/L y riesgo alto cuando los valores se encuentran
por encima de 3 mg/L (320). Valores elevados de PCR estan correlacionados con
incremento en el riesgo de eventos cardiovasculares, incluso en individuos
aparentemente sanos (321). Diversos estudios han encontrado cierta correlacién
entre elevadas concentraciones de PCR y eventos cardiovasculares como infarto
agudo de miocardio, ictus y progresion de enfermedad oclusiva arterial periférica
(322,323). A lo largo de la intervencion, los valores de dicha variable se
encontraron por encima de 1 pero sin llegar 2, valores considerados como riesgo
moderado, observandose una disminucién significativa tras el consumo de EXT
frente a PLA. Pese a no descender por debajo de 1 mg/L tras el consumo de EXT
también se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar los
grupos en el momento final el estudio, lo que sugiere que si el periodo de
consumo hubiera sido mas prolongado si se podrian alcanzar valores inferiores a
1 mg/L. No obstante, es cierto que en la presente investigacion los niveles de PCR
descendieron en un valor (A -0.2 mg/L) mas tras consumo de PLA frente a EXT y,
sin embargo, las diferencias significativas solo se observaron tras el consumo de
EXT, por lo que se debe tener cautela a la hora de interpretar esta variable.
Siguiendo con la inflamacién, el TNF-a, conocida citoquina proinflamatoria
asociada al tejido adiposo, células musculares, endoteliales y leucocitos (179), que
participa en la desregulacion endotelial, favoreciendo la migracion de monocitos
y macréfagos, e induciendo la expresion de moléculas de adhesion (180), se
redujo significativamente tras el consumo de EXT y de PLA siendo en el caso de
EXT de forma mas significativa. Se han observado incrementos de TNF-a en
dietas con bajas concentraciones de carotenos (324), lo que podria explicar que
tras el consumo de EXT, con una alta concentracién en estos, se reduzcan los
niveles de TNF-a. En cuanto a valores considerados normales de TNF-a un
estudio en poblacion suiza determiné que oscilaban entre (1.72 — 4.42 pg/mL) para
mujeres y entre (1.90 — 4.65 pg/mL) para hombres (325). Al finalizar la
intervencién de la presente investigacién en ambos grupos se observaron valores
superiores a 5 pg/mL. No obstante, dado que previo al consumo de EXT se partia
de valores ligeramente mas altos y se finalizo en valores ligeramente mas bajos, es
posible, al igual que ocurre con la PCR, que un consumo del EXT durante un
periodo mas prolongado pueda reducir sus valores a niveles considerados como

fuera de riesgo.
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Los niveles séricos del receptor de membrana sTNFR1 se redujeron de
forma significativa tras el consumo de EXT, manteniéndose estables tras el
consumo de PLA. Esta estrechamente relacionado con el TNF-a debido a que al
unirse a este se desprende de la membrana celular (185). Por lo tanto, la reduccion
de dichos valores tras consumo de EXT junto con los resultados observados en el
TNF-a sugieren que la ingesta de EXT puede reducir la inflamacién local y
sistémica.

Como indicador de riesgo cardiovascular se decidid evaluar la homocisteina
plasmatica, la cual también presenta efecto neuroprotector y se puede modular a
través de factores modificables como la dieta y el ejercicio (326,327). Tras la
intervencidn se apreciaron disminuciones significativas tras consumo de EXT y
PLA siendo mas significativas en EXT (p < 0.001) vs. PLA (p < 0.024). Dichos
resultados concuerdan con los observados en un estudio similar, donde se
administraron 500 mg de extracto de amla (175 mg de polifenoles, 40 mg de
triterpenoides y 50 mg de aceite entre los que se incluyen acidos grasos omega 3),
disminuyendo la homocisteina tanto tras consumo de producto como de placebo
(328). Sin embargo, en otro estudio con un producto similar al de la presente
investigacién, con una duracién de 6 semanas si se observaron reducciones
significativas en comparacion con el placebo (203). En consonancia con estos
datos, parece que el consumo de altas dosis de polifenoles ayuda a reducir la
homocisteina, y se podria asociar una capacidad cardioprotectora.

En cuanto a perfil lipidico, el consumo a largo plazo de EXT no logro afectar
a los valores totales de colesterol ni de TG, sin embargo, como se mencion¢ al
comienzo del presente punto, es destacable el incremento significativo de HDL
tras consumo de EXT unido al descenso de HDL tras consumo de PLA. Dado que
las HDL son conocidas como cardioprotectoras (329), cuya funcién basica es
garantizar un transporte inverso de colesterol con la salida de colesterol de
células periféricas a las hepaticas para su posterior excrecién por medio de la bilis
y de las heces (330,331), estos resultados sugieren que el EXT posee capacidad
cardioprotectora.

Respecto a las catecolaminas, se observaron cambios significativos tanto
para la noradrenalina como para la dopamina tras el consumo de EXT, sin verse
cambios significativos en valores de cortisol ni adrenalina. Respecto al cortisol,

algunos estudios si han mostrado reducciones en plasma (332) o saliva (333), tras
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ingesta de polifenoles. No obstante, y en consonancia con nuestros resultados es
algo que no es habitual, y los valores rara vez muestran cambios (228,334,335). No
observar modificaciones significativas en niveles de cortisol y/o adrenalina
sugieren que el EXT no produce una respuesta adrenérgica. Pese a que el cortisol
se ha evaluado en diferentes fluidos corporales (sangre, saliva, orina) dichos
métodos presentan limitaciones, debido a que solo proporcionan estimaciones
momentdneas a corto plazo (336), debido a que la concentracién en dichos fluidos
esta sujeta a diferentes fluctuaciones tanto interindividuales, estados de animo,
ritmo circadiano o procedimientos de estudio. En el caso del ritmo circadiano,
para solventar dicho problema se podrian realizar diferentes medidas durante el
dia, pero parece que esto llevaria a un mayor estrés y tampoco resultaria efectivo
(230). Sin embargo la medicion de glucocorticoides en el cabello, descubierto en
2004 (337), si parece un biomarcador de estrés fiable al evaluar la actividad del eje
hipofisario-pituitario-suprarrenal a largo plazo, que refleja la produccion total de
cortisol durante semanas/meses, ademas de ofrecer la ventaja de ser una medicién
no invasiva para el sujeto (230).

Los polifenoles son capaces de revertir déficits de ciertos neurotransmisores
como serotonina, noradrenalina y dopamina asociados a la edad, incrementando
los niveles de sirtuina 1 y reduciendo los de NF-kB (338). La noradrenalina y
dopamina estan relacionadas con la ansiedad (339), y mejora cognitiva (340),
estando la noradrenalina de forma particular estrechamente relacionada con la
atencion y el estado de alerta (341,342). De acuerdo con los resultados publicados
por este grupo de investigacion, el incremento de los niveles de dopamina y
noradrenalina se correlacionan con mejoras en pruebas cognitivas, lo cual sugiere
que el EXT incrementa los niveles de alerta y atencion (343).

El extracto polifendlico empleado en la presente investigacion, fue
previamente testado, en diferentes estudios de intervencion, con diferentes
protocolos en cuanto a tiempo de consumo, asi como grupos de poblacion, que
podrian explicar sus resultados inconsistentes. En una intervencion de 8 semanas
en poblacién mayor de 40 afios con sobrepeso y obesidad, se observaron
reducciones significativas de TNF-qa, colesterol total, colesterol LDL tras consumo
de producto no observada tras consumo de PLA, sin producirse diferencias en
PCR, sTNFR: y Ox-LDL (344). Por otro lado, en una intervenciéon de 28 semanas

con hombres entrenados pertenecientes a las fuerzas especiales de policia
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austriaca, se observaron reducciones estadisticamente significativas en la
concentracidon de grupos carbonilo en proteinas y en TNF-a en las semanas 16 y
28. Una de las diferencias respecto a nuestra intervencion fue que obtuvieron
muestras en diferentes semanas en lugar de solo momento inicial y final. Las
semanas escogidas para extraccion fueron la 4, 8, 16 y 28. Como dato particular,
destaca que los valores se vieron incrementados hasta la semana 8 vy
disminuyeron a partir de la semana 16 (345). Ambos estudios parecen estar en
concordancia con los datos obtenidos en la presente investigacion, y se podria
confirmar que la ingesta de polifenoles a largo plazo presenta eficacia frente a la
inflamacion. En otra intervencion con una duracion de 8 semanas en mujeres con
sobrepeso y obesas de entre 35 y 50 afios, se observaron mejoras significativas en
varios marcadores de oxidacion de proteinas, como las proteinas carbonilicas, en
OxLDL, en el estado de oxidacién total, asi como en el TNF-«, sin verse cambios
en el MDA ni en IL-6 (346). En el caso de TNF-a los autores determinaron que al
comienzo de la intervencion los sujetos partian de valores por encima del rango
establecido (> 24 pg/mL), y tras la intervencién se encontraron dentro del rango
fisioldgico normal (< 20 pg/mL), sin embargo, dichas referencias distan de las
halladas en la bibliografia (325). La OxLDL también se vio reducida tras tres
meses de suplementacion en sujetos de entre 41 y 57 afios fumadores compulsivos
(mas de 10 anos fumando mas de 20 cigarros al dia) donde también se vio
reducido el colesterol total (347). En otro estudio en poblacién japonesa con un
periodo de intervencion menor (28 dias en concreto) también se observaron
reducciones significativas de homocisteina tanto en fumadores como en no
fumadores(348).
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VII CONCLUSIONES

Tras el consumo prolongado durante 16 semanas de un nutracéutico a base
de bayas, frutas y verduras con alto contenido en polifenoles en sujetos sanos que
no consumen las cantidades recomendadas de frutas y verduras se puede concluir

que:
En marcadores de orina:

- Existe una mejora en marcadores de peroxidacién lipidica sistémica
general mediante la reduccidn en la excrecion urinaria de isoprostanos

totales.

- Se produce una mejora en marcadores de inflamacion tras el consumo
de producto, a través de la reduccién en la excrecion urinaria de las
oxilipinas totales y de diferentes prostanoides de las ruta D y F, los
cuales se caracterizan por poseer efectos proinflamatorios, asi como
incremento de la PGE; que podria presentar un caracter

antiinflamatorio.

- Existe una mejora en marcadores de peroxidacion lipidica del sistema
nervioso central a través de reducciones en la excrecion urinaria de Fs-

Neurops y F2-Dihomolsops.

En biomarcadores plasmaticos

- Se produce una mejora en biomarcadores de inflamacion y perfil
lipidico destacando las reducciones de la LDL oxidada, del receptor
soluble del factor de necrosis tumoral 1, asi como el incremento del
HDL colesterol.
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Se observan mejoras en neurotransmisores como la noradrenalina y la
dopamina que podrian relacionarse con los marcadores de
peroxidacion lipidica del sistema nervioso central, sin observarse

cambios en la adrenalina ni el cortisol.
No se observan cambios en la funcion tiroidea.

El consumo diario del extracto rico en polifenoles durante 16 semanas
no muestra acontecimientos adversos en ninguno de los sujetos del
estudio, ni en la funcién hepadtica de sujetos evaluados mediante

control de tolerabilidad y seguridad.
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VIII -LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Una de las principales limitaciones de la presente investigacion, fue que la
poblacién escogida a estudio era poblacion sana y sin patologias previas. Por tal
motivo, diversos parametros como los biomarcadores plasmaticos se encontraban
en valores considerados normales, hecho por el cual podrian no apreciarse
mejoras mas destacables a las observadas.

Otra de las limitaciones podria ser que se inst6 a los sujetos a seguir
realizando su vida con total normalidad, sin someterles a ningtin estrés adicional
que hubiera podido ocasionar inflamacidn y/o estrés oxidativo. Quizas, en este
caso si se hubieran visto efectos deletéreos en el grupo placebo, a la par que
mejoras o ausencia de cambios, y por lo tanto mejoras en el grupo que consumio
el extracto. Sin embargo, este tipo de intervencion con una duracién tan
prolongada debe facilitar el cumplimiento de las directrices dentro de lo posible.
De modo que se optd por no controlar de forma tan exhaustiva a los sujetos, para
no perder un numero elevado de pacientes.

Una de las limitaciones que también se encuentra en este tipo de
intervenciones es que los investigadores no pueden tener la certeza absoluta de
los sujetos se tomen el producto de forma adecuada y durante un largo periodo
de tiempo, como son dos periodos de 4 meses. Esto no ocurre, por ejemplo,
cuando se realiza una biodisponibilidad en el laboratorio, ya que el investigador
se asegura de que el sujeto consume el producto en su presencia y bajo su
supervision. Pese a que devuelven el producto sobrante al final del estudio y se
cuantifica por parte de los investigadores, no se puede asegurar que lo han
cumplido al 100%.

Dado que existe una gran variabilidad interindividual en cuanto al
metabotipo, y que los polifenoles se absorben principalmente a nivel colénico, se
podria pensar que este hecho puede ser motivo de las discrepancias observadas
en los resultados de ensayos clinicos en humanos. Por lo tanto, hubiera sido

conveniente realizar una estratificacion por metabotipos, donde quiza se hubieran
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observado diferencias significativas en ciertos marcadores en funcién del

microbioma de los sujetos.

Como futuras lineas de investigacion, se podria realizar las siguientes
intervenciones:

e Escoger una poblacion con patologias previas, o con cierto grado de
inflamacion como podria ser una poblacién obesa, donde ciertos
parametros estén alterados, y de esta forma observar si hay mejoras
tras el consumo de producto vs placebo

e Someter a la poblacion escogida a cierto estrés, como podria ser la
actividad fisica, pese a que el propio ejercicio fisico puede mejorar la
capacidad antioxidante enddgena.

e Realizar una estratificacion por diferentes metabotipos, que nos
permita identificar, en funciéon de la composiciéon de la microbiota, a
qué tipo de sujetos les podria beneficiar mas un tipo de polifenoles u

otro.
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ANEXO 1. Consentimiento informado

Vicerrectorado de Investigacion

UNIVERSIDAD CATOLICA
SAN ANTONIO CONSENTIMIENTO INFORMADO

UCAM

Yo, T T T O T T T ey con

DECLARO:

Haber sido informado/a minuciosamente del estudio, “Nutraceutical clinical trial to evaluate the effects of
different blends in cognitive functions of healthy volunteers” asi como de todos los procedimientos de la
investigacion. Los investigadores que van a acceder a mis datos personales y a los resultados de las

pruebas son los investigadores participantes en el estudio.

Asimismo, he podido hacer preguntas del estudio, comprendiendo que me presto de forma
voluntaria al mismo y que en cualquier momento puedo abandonarlo sin que me suponga perjuicio de

ningun tipo.

CONSIENTO:

1.-) Someterme a las pruebas analiticas, que se detallan en el ensayo clinico.

2.-) El uso de los datos obtenidos segtin lo indicado en el parrafo siguiente:
En cumplimiento de la Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Caracter Personal, le comunicamos que la informacién que ha facilitado y la obtenida como
consecuencia de las exploraciones a las que se va a someter pasara a formar parte del fichero
automatizado INVESALUD, cuyo titular es la FUNDACION UNIVERSITARIA SAN
ANTONIO, con la finalidad de INVESTIGACION Y DOCENCIA EN LAS AREAS DE
CONOCIMIENTO DE SALUD Y DEPORTES. Tiene derecho a acceder a esta informacion y
cancelarla o rectificarla, dirigiéndose al domicilio de la entidad, en Avda. de los Jerénimos de
Guadalupe 30107 (Murcia). Esta entidad le garantiza la adopcién de las medidas oportunas

para asegurar el tratamiento confidencial de dichos datos.

AUREN UCAM. Vicerrectorado de Investigaciéon. Campus de los Jerénimos. 30107 GUADALUPE (Murcia)
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Vicerrectorado de Investigacion

UNIVERSIDAD CATOLICA
SAN ANTONIO CONSENTIMIENTO INFORMADO

UCAM

En Guadalupe (Murdia) a .......... de s s

UCAM. Vicerrectorado de Investigacion. Campus de los Jeronimos. 30107 GUADALUPE (Murcia)
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DEPARTAMENTO DE FARMACIA

ENCUESTA DE SALUD

Identificacién (nombre y apellidos):
Peso: Talla:
Perimetro de la cintura:

Talla de pantalén:

FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
Fumador Asi
Bno

C Exfumador

1. ;Cuantos cigarrillos fuma al dia??

Ninguno, Nunca fumo

Sélo fumo de forma ocasional

Menos de 5 cigarrillos al dia

Entre 5-20 cigarrillos al dia

mlo[o[=

Mas de 20 cigarrillos al dia

Tiempo en afios. ..........

2 ;Tiene el colesterol elevado?
A Si
B No
C Nolo se

Tiempo en affos...............

63 ;Tiene elevados los triglicéridos?
A Si
B No
C Nolose

Tiempo en afios. .........

4. (Es diabético?
A Si
B No
C |Nolose

Tiempo en afios..........

5. ;Tiene hipertensién?
A S0
B No
C Nolose

Tiempo en afios.....coeenns

Sexa:

10.

11

ANEXO 2. Encuesta de alimentacion y actividad fisica.

UCAM

UNIVERSIDAD CATOLICA
DE MURCIA

% Grasa Corporal:

;Dedica un tiempo a realizar ejercicio fisico, incluyendo

actividades como caminar o subir v bajar escaleras?

A Todos los dias

45 veces por semana

B
C [ 2-3veces por semana
D No

ejercicio fsico?

Si realiza ejercicio fisico ;Cuantas horas al dia hace

A | Mas de 2 horas

B 2 horas

C 1 hora y media

D Media hora

E Menos de media hora

Cuanto tiempo al dia dedica a ver la televisidn

A 30 minutos o menos

Entre 1-2 horas

B
C Entre 2-3 horas
D Mas de 3 horas

¢Es vegetariano?

[A [No

B [si

;Consume suplementos nutricionales o vitaminicos?

A No

B Si

C Ocasionalmente

:Qué estudios ha cursado?

A [ Estudios primarios
B Bachiller

C | Estudios universitarios de grado medio
D Estudios universitarios de grado superior

Medicamentos qie Rabitualiente COMSIIE. ... . ... oo reieeaeeieaeeeesseereeessessesoessesceece s esrrc st seissses e neoesneien

Tiempo en afios:........

ENCUESTA DE DIETA MEDITERRANEA
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o

;Consume cereales  (arroz, pasta, pan,
galletas, cereales de desayuno, etc.....)?

Mas de 7 raciones al dia

5-7 raciones al dia

3-4 raciones al dia

1-2 raciones al dia

m g0

Nunca

¢Cuantas piezas de frutas consume al dia?

Mas de 6 raciones al dia

5-6 racdiones al dia

3-4 raciones al dia

1-2 raciones al dia

(DO

Ninguna

;Cuantas veces a la semana consume
legumbres?

Mas de 4 veces a la semana

3-4 veces por semana

1-2 veces por semana

Menos de una vez a la semana

m g 0|

Nunca

;Cuantas veces consume verduras y
hortalizas al dia?

Mas de 2 veces al dia

2 veces al dia

1 vez al dia

Menos de una vez al dia

m g0 E |

Nunca

;Cuantas veces a la semana consume

pescado?

A [ Mas de 4 veces ala semana

B 3-4 veces por semana

C 1-2 veces por semana

D Menos de una vez a la semana
E Nunca

;Cuantas veces a la semana consume carne

de ave?

A [Mas de 4 veces a la semana

B 3-4 veces por semana

C 1-2 veces por semana

D  [Menos de una vez a la semana
E Nunca

;Cuantas veces a la semana consume otro
tipo de carne 7

Mas de 4 veces a la semana

3-4 veces por semana

1-2 veces por semana

Menos de una vez a la semana

m|g 0| e

Nunca

HABITOS ALIMENTARIOS

10.

11.

13.

UCAM

;Cuantas veces al dia consume leche y derivados lacteos?

A Mas de 4 raciones al dia

3-4 raciones al dia

B
C 1-2 raciones al dia
D Nunca

Que tipo de aceite
habitualmente?

consume

A Aceite de oliva

B Aceite de semillas

C Aceite de oliva v de semillas

¢ Utiliza aceite de oliva para cocinar?

Diariamente

3-5 veces a la semana

1-2 veces a la semana

Menos de 1 vez ala semana

g 0| =]

Nunca

;Consume normalmente frutos secos?

A Mas de 5 veces ala semana

3-4 veces a la semana Menos de una
vez a la semana

1-2 veces ala semana

Menos de una vez a la semana

m g0

Nunca

;Cuantos huevos consume a la semana?

Mas de 5 huevos a la semana

3-5 huevos a la semana

1-2 huevos a la semana

Menos de un huevo a la semana

g (0w e

Nunca

(Cuantas veces a la semana consume
embutido?

Todos los dias

3-5 veces por semana

1-2 veces por semana

Menos de una vez a la semana

g 0|

Nunca

¢ Consume normalmente vino tinto? (125
mL, un vasito de vino)

Mas de 7 vasitos de vino a la semana

4-7 vasitos de vino a la semana

Menos de una vez a la semana

A
B
C 1-3 vasitos de vino a la semana
D
E

Nunca

¢ Con que frecuenda consume productos
de bolleria industrial

Diariamente

3 0 4 veces a la semana

1-2 veces a la semana

Menos de una vez a la semana

(OO ||

Nunca
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L (Prefiere el pescado azul o el blanco?

A El pescado azul
B El pescado blanco

C  Ninguno
2. ¢ Cudntas veces a la semana consume pescado
azul?

A Mas de 4 veces a la semana

B 3-4 veces por semana

C  1-2 veces por semana

D  Menos de una vez a la semana

E Nunca
3 ¢Cudntas veces a la semana consume carne
roja?

A Mis de 4 veces a la semana

B 3-4 veces por semana

C  1-2 veces por semana

D Menos de una vez a la semana

E  Nunca
4 Consume mas pescado que carne a lo largo de
la semana?

A Si

B Igual

C No
5 (Los derivados lacteos que consume son
desnatados?

A Nunca

B Aveces

C  Siempre

D  Son semidesnatados
6. (Consume normalmente café?

A Nunca

B Ocasionalmente

C  1-2 veces al dia

D  3-4 veces al dia

E  Mis de 4 veces al dia
T (Consumes normalmente cerveza?

Nunca

Menos de una vez a la semana
1-2 veces a la semana

3-4 veces a la semana

Mas de 4 veces al dia

mHgaw»

UCAM
UNIVERSIDAD CATOLICA
8. (Consume normalmente bebidas alcoholicas?
A Nunca
B Menos de una vez a la semana
C  1-2 veces a la semana
D 3-4 veces a la semana
E  Mas de 4 veces a la semana
9. ¢Cudntas veces a la semana consume verduras

de hoja verde?

Nunca

Menos de una vez a la semana
1-2 veces por semana

3-4 veces por semana

Mads de 4 veces a la semana

mgnwme

10. (Cudntas veces a la semana consume tomate?

A Nunca

B Menos de una vez a la semana

C  1-2 veces por semana

D 3-4 veces por semana

E  Mais de 4 veces a la semana
11. ¢Cuantas veces a la semana consume pimiento
rojo?

A Nunca

B Menos de una vez a la semana

C  1-2 veces por semana

D  3-4 veces por semana

E  Mas de 4 veces a la semana
12. (Ha realizado alguna vez alguna dieta para
adelgazar?

A No

B Si
13. (Esté realizando en este momento algun tipo de
dieta?

A  No

B Si
14. (Consume alimentos funcionales generalmente

en su dieta?

A  No
B Si
C  Sélo de forma ocasional
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15. :Qué tipo de cereales consume en su dieta
habitual?

A Blanco

B Integral
16. ¢Como es una racion de carne para ti?

A 1 filete

B 2 filetes
C  Mas de 2 filetes

17. Tipo de frutos secos que consume
A Alnatural o tostados sin sal

B Fritos y/o con sal
C  No consumo

20.

UCAM
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¢ Cudntos vasos de agua consumes al dia?

A Menos de 4 vasos
B Entre 5u 8 vasos
C  Mas de 8 vasos

Consumo de refrescos a la semana

A De forma ocasional (0 o 1 a la semana)
B Algunas veces (entre 2 y 5)

C  Habitual (casi todos los dias)

Tipo de zumos consumidos

A Zumo natural con pulpa

B Zumo comercial o natural sin pulpa
C  No consumo zumos



