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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en Chile y
el mundo, su principal factor de riesgo es la hipercolesterolemia, caracterizada
por alteraciones del metabolismo lipidico y aumento del estrés oxidativo y
respuesta inflamatoria. Frutos secos como la avellana mejoran estas
alteraciones, pero no hay registro de estudios en poblacién chilena. Objetivo:
Comparar cambios de marcadores de estrés oxidativo en células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y en parametros del perfil lipidico
en sujetos hipercolesterolémicos sometidos a dieta chilena suplementada con
Gevuina avellana versus una dieta baja en grasas. Metodologia: Estudio
experimental aleatorizado mediante intervencion nutricional de 6 meses con 81
participantes distribuidos en grupos dieta alta en grasas suplementada con
avellana chilena y dieta baja en grasas. Se determiné el perfil lipidico sérico y en
PBMCs la produccion de ROS, actividad enzimatica de superédxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutation reductasa (GRd), marcadores de dafio
oxidativo (MDA, carbonilos y nitrotirosina) y expresion de genes (SOD, CAT y
GRd, IL-10 y TNF-a). Resultados: En cuanto al perfil lipidico, se observo un
aumento significativo en los niveles de HDL, mientras que en las PBMCs se
observé una disminucién en la produccion de ROS y marcadores de dafio
oxidativo, y un aumento de reactividad inmune y mejora en la actividad

enzimatica de SOD y CAT en ambos tipos de dietas. Conclusion: Dieta chilena
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alta en grasas suplementada con avellana chilena genera similares efectos
beneficiosos en perfil lipidico y marcadores de estrés oxidativo que una dieta

baja en grasas.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the first cause of death in Chile and worldwide, their
main risk factor is hypercholesterolemia characterized by alterations in lipid
metabolism and increased oxidative stress and inflammatory markers. Nuts like
hazelnuts improve these alterations, but there are no records of studies in the
Chilean population. Aim: To compare changes in oxidative stress markers in
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and lipid profile in subjects
hypercholesterolemics that followed a Chilean diet supplemented with Gevuina
avellana versus a low-fat diet. Methods: Randomized experimental study
through nutritional intervention for 6 months with 81 participants divided into
high-fat diet supplemented with Chilean hazelnut and low-fat diet. Lipid profile
determination, and ROS production, enzymatic activity of superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and gluthatione reductase (GRd), oxidative stress
markers (MDA, carbonyl and nitrotirosine) and gene expression (SOD, CAT,
GRd, IL-10 and TNF-a) in PBMCs was analyzed. Results: Increased of HDL
levels, decrease in ROS production, increase immune reactivity, improvement in
SOD and CAT enzymatic activity, and decrease in MDA and carbonyls in PBMC
in both types of diet. Conclusion: High-fat Chilean diet supplemented with
Chilean hazelnut generates similar beneficial effects in lipid profile and oxidative

stress markers as a low-fat diet.



1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedades cardiovasculares e hipercolesterolemia

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de muerte a
nivel mundial, alcanzando 17,7 millones de muertes, equivalente al 31% de las
defunciones segun lo registrado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
durante el afio 2015 (OMS, 2017). En la actualidad, se sabe un dato mas
concreto, donde la OMS indica que el 16% del total de muertes en el mundo
tiene como responsable a la cardiopatia isquémica hasta el afio 2019, pasando
de 2 millones de defunciones en el afio 2000 a 8,9 millones al 2019. Ademas, le
sigue el accidente cerebrovascular como la segunda causa de defuncién, con un

11% de los casos (OMS, 2020).

La situacion nacional sigue un mismo patrén, segun el Ministerio de Salud de
Chile (MINSAL), las ECV contindan siendo la primera causa de muerte en
nuestro pais, llegando a ser un 24,5% del total de defunciones segun lo

registrado al afio 2014 (MINSAL, 2017b).

La definicion de las ECV se entiende como un conjunto de patologias donde se
incluyen la cardiopatia coronaria, cardiopatias congénitas, enfermedades
cerebrovasculares y cardiopatia reumatica (OMS, 2017). A su vez, estas se

desarrollan mediante un mecanismo fisiopatolégico denominado aterosclerosis,



el cual es caracterizado por mantener un proceso inflamatorio y que ademas,

tiene como principal factor de riesgo la hipercolesterolemia (MINSAL, 2018).

Este factor de riesgo conocido como hipercolesterolemia, forma parte de la
subclasificacion de un grupo mayor de patologias, conocidas como
dislipidemias, definidas como un conjunto de patologias caracterizadas por
mantener una alteracion en los niveles séricos de lipidos, alcanzando niveles
que significan un riesgo para la salud. Segun las guias clinicas del MINSAL, es
necesario establecer el nivel de riesgo cardiovascular global (RCG) identificando
factores de riesgo especificos establecidos para cada nivel (Tabla 1-1 y Tabla
1-2). Seguido de esto, se puede establecer un diagnostico de
hipercolesterolemia, que se establece cuando una persona presenta niveles
aumentados exclusivamente de colesterol-LDL (c-LDL; cholesterol-Low Density
Lipoprotein), segun los parametros definidos por el RCG especifico (Tabla 1-3)

(MINSAL, 2018).

La hipercolesterolemia puede clasificarse segun la etiologia que tenga. En ella
podemos encontrar las que son de tipo primaria, quienes incluyen alteraciones
en el metabolismo lipidico de causa genética, familiar o de aquellas descartadas
por causas secundarias, donde estas Ultimas tienen relacion con alguna
enfermedad o alteracibn que modifica el metabolismo lipidico, pero que
normalizando esto, la causa desaparece (Tabla 1-4) (MINSAL, 2000; José T.

Real & Juan F. Ascaso).



Tabla 1-1. Factores de riesgo considerados en la evaluaciéon del RCG.

Considerar presencia o ausencia de alguna manifestacién clinica de enfermedad
vascular aterosclerética (coronaria, cerebral o periférica) y presencia de factores de

riesgo cardiovascular, segun listado:

1. Hombre mayor de 45 afios

2. Mujer postmenopausica sin terapia de reemplazo estrogénico

3. Antecedentes de aterosclerosis clinica en familiares de primer grado*
4. Tabaquismo

5. Hipertensién arteria

6. Diabetes mellitus

7. Colesterol HDL < 35 mg/dL

Si c-HDL > 60 mg/dL (factor protector), se resta 1 factor al puntaje de RCG

*Padres, hermanos, hijos (hombres < 55 afios y mujeres < 65 afios), c-HDL,
colesterol-High Density Lipoprotein, colesterol-HDL.

Fuente: Obtenida de (MINSAL, 2000).



Tabla 1-2. Categorizacion del RCG segun cantidad de factores.

Categorias de riesgo Factores de riesgo
Bajo < 2 factores de riesgo
Alto 2 o > factores de riesgo

Demostraciéon de enfermedad vascular
aterosclerética

Maximo Diabetes mellitus
Dislipidemias aterogénicas genéticas

severas

Fuente: Obtenida de (MINSAL, 2000).

Tabla 1-3. Niveles patolégicos de c-LDL (mg/dL) segun categorias del RCG.

Categoria del RCG c-LDL (mg/dL)
Bajo =160
Alto =130
Maximo > 100

Fuente: Modificado de (MINSAL, 2000).



Tabla 1-4. Clasificaciéon de la hipercolesterolemia segun su etiologia.

Etiologia Tipo Detalle
Defecto de LDL-R (Low Density Lipoprotein Receptor)
Hipercolesterolemia  familiar (HF)
(gen LDLR)
autosémica dominante heterocigota y
Defecto de ApoB (Apolipoproteina B) (gen APOB)
homocigota
Defecto funcional de PCSK-9 (gen PCSK-9)
HF autosdémica recesiva Defecto de la proteina LDLRAP1 (gen LDLRAP1)
Primaria  Variantes de genes APOE pueden

cursar con fenotipo clinico de HF

Hipercolesterolemia poligénica familiar

o hipercolesterolemia multifactorial

Hipercolesterolemia mixta esporadica

(HF combinada)

Aumento de colesteroly TG

Secundaria Hipercolesterolemia con fenotipo Il o IlI

Causas:
Hipotiroidismo
Sindrome nefrético
Colestasis
Anorexia nerviosa
Hepatoma

Farmacos (ciclosporina, progestagenos, tiazidas, etc).

Fuente: Confeccionado desde (J. T. Real & J. F. Ascaso, 2021).



Los datos entregados por la Encuesta Nacional de Salud de Chile realizada los
afios 2016-2017 (ENS 2016-17), indican que un 27,7% de la poblacion adulta a
nivel nacional presentd niveles de colesterol total (CT) superiores a los
establecidos por las guias clinicas del MINSAL (CT > 200 mg/dL), y el 5,2% de
la poblacion mantuvo niveles elevados de c-LDL (> 160 mg/dL) (Figura 1-1)

(MINSAL, 2017a).



Prevalencia niveles de CT total pais Prevalencia niveles de c-LDL total pais
ENS 2016-17 ENS 2016-17
100% 100%
B 6,6% B 5.2%
90% 90%
14,2%
< 80% 21,1% £ 8%
— )
G 70% B> 240 mg/dL = 70%
Cd > 0
-8 mg/ ; ’ 32 4% m> 160 mg/dL
- o
$ 60% 200 - 240 mg/dL s 60% 130 - 160 mg/dL
Q e
2 50% < 200 mg/dL S so% 100 - 130 mg/dL
f
Q
o Q
@ 40% g 20% < 100 mg/dL
g 72,2% 2
= 30% T 30%
> g 47,7%
£ 20% £ 20%
10% 10%
0% 0% .
Total pais Total pais

Figura 1-1. Prevalencia de niveles de colesterol total (CT) y c-LDL en total pais (Chile) segun la
ENS 2016-17.

Se evidencia la prevalencia de un 27,7% de niveles aumentados de CT y prevalencia de un 5,2% de
niveles aumentados de c-LDL en el total de la poblacién, por sobre lo establecido en las guias clinicas
del MINSAL.

Fuente: Modificado de ENS 2016-27 (MINSAL, 2017a).



1.2. Metabolismo lipidico

Dentro de la dinamica del metabolismo lipidico, el 6rgano central que participa
regulando este proceso corresponde al higado, y la molécula principal que
interactia con diferentes 6rganos es el colesterol, quien puede ser ingerido
mediante la dieta, proceso conocido como via exdégena. Por otro lado, el
colesterol puede ser biosintetizado mediante la via endégena y su excrecion se
realiza mediante un proceso llamado transporte reverso, el cual culminara con la
excrecion intestinal (Figura 1-2). El colesterol por definicién, cuando se
encuentra en niveles aumentados para un respectivo RCG, genera una
patologia conocida como hipercolesterolemia (Aguillon-Osma et al., 2019; Cofan

Pujol, 2014).

Las caracteristicas estructurales del colesterol lo vuelven insoluble a nivel
sanguineo, por esto, es necesario que sea transportado mediante un conjunto
de biomoléculas conocidas como lipoproteinas, donde se encuentran los
quilomicrones (QM), VLDL (Very Low Density Lipoprotein), IDL (Intermediate
Density Lipoprotein), LDL (Low Density Lipoprotein) y HDL (High Density
Liprotein) (Ramasamy, 2014).

Desde la dieta se obtienen triglicéridos (TG) y colesterol, en donde, los TG por la

accion de las lipasas pancreaticas ubicadas en la luz intestinal, son hidrolizados

y se unen a los &cidos biliares, generando una emulsion que permite su



absorcién por parte de las células intestinales y dan forma a los QM. Estos QM,
son quienes captan colesterol e incorporan hacia las células permitiendo su
paso desde el sistema digestivo a circulacion. Los QM son secretados a la linfa
intestinal y finalmente pasan a circulaciébn sanguinea, donde la lipoproteina
lipasa (LPL) ubicada en el endotelio vascular, genera la hidrolisis de esta
lipoproteina formando acidos grasos libres, quienes son captados por diversos
tejidos como el tejido adiposo, tejido cardiaco y macréfagos (Ramasamy, 2014;

J. T. Real & J. F. Ascaso, 2021).

Debido a la accion de la LPL, se disminuye el contenido de TG en los QM y
mediante la accion de la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP)
y la proteinas transferidora de fosfolipidos (FLTP) se generan moléculas de
menor tamafio y contenido en TG, dando paso a los QM remanentes que son
captados a nivel del higado mediante receptores especificos para la
apolipoproteina E (apoE), apolipoproteina que forma parte de su estructura (J.

T. Real & J. F. Ascaso, 2021).

Desde el higado, tanto TG como ésteres de colesterol, son transferidos hacia la
ApoB-100 para dar forma a las VLDL, quienes permiten el transporte del
colesterol hacia la sangre periférica, pero que, en este paso por los vasos
sanguineos, seran hidrolizadas por la LPL y daran forma a mas acidos grasos
libres, generando una nueva lipoproteina conocida como IDL. La IDL tiene
finalmente 2 caminos metabdlicos, uno de ellos es ser catabolizada rapidamente

por el higado de forma similar a como ocurre con los QM remanentes o puede,
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por otro lado, permanecer en circulacion. Si la opcion es permanecer en
circulacién, la IDL interactia con la lipasa hepatica (LH), esta es clivada y
genera las LDL, que puede continuar por dos caminos metabdlicos, donde uno
de ellos es ser captadas por los LDL-R (Low Density Lipoprotein Receptor) del
higado, que ocurre en el 70% de los casos, o ser captada por los LDL-R de los
tejidos periféricos o extrahepaticos, que ocurre en el 30% de los casos (Carvajal,

2014; Feingold, 2000; Ramasamy, 2014).

Cuando la ApoB-100 de las LDL se encuentra unida al LDL-R, se genera una
endocitosis de una estructura llamada vesiculas recubiertas y son transportadas
hacia el citoplasma de la célula en forma de endosomas. Alli, el contenido
proteico y lipidico es hidrolizado y se forman las unidades basicas de estas
estructuras, aminoacidos y colesterol no esterificado, donde el colesterol no
esterificado es citotoxico a cierta concentracion, por lo que, la célula debe utilizar
este producto para, por ejemplo, la sintesis de membranas u hormonas
esteroidales. En el caso de haber un exceso de fosfolipidos y colesterol dentro
de las células, se genera un eflujo de ellos, generando finalmente colesterol
HDL, que sera esterificado por la enzima lecitin:colesterol aciltransferasa (LCAT)
y permitird su salida hacia los hepatocitos, proceso conocido como transporte
reverso. Finalmente, este colesterol podra ser eliminado mediante la bilis y
heces, tras la secrecion hepatica e intestinal (Errico et al., 2013; Feingold, 2000;

Ramasamy, 2014).
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Figura 1-2. Fisiologia el metabolismo lipidico.

Descripcién del metabolismo lipidico a nivel general, donde se describe la obtencion de colesterol desde la
dieta, el cual es distribuido hacia el higado mediante los QM. Estos QM son hidrolizados por la LPL y
captados por los hepatocitos, constituyendo a la via exdégena. Respecto a la via endbégena, esta puede
ocurrir por una biosintesis de colesterol desde la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) o por un
reordenamiento de los QM remanentes para dar forma a las VLDL. Las VLDL son hidrolizadas por la LPL y
forman a las IDL quienes pueden ser reabsorbidas por el higado o continuar su camino hacia los tejidos
periféricos por los vasos sanguineos, donde son hidrolizadas nuevamente formando las LDL, quienes
pueden ser captadas por los hepatocitos o distribuidas hacia los tejidos extrahepaticos. Finalmente, ocurre

el transporte reverso, donde se libera el colesterol en exceso mediante las HDL, quien va a ser excretado o

reabsorbido mediante via biliar y heces.

Fuente: Obtenido de (Aguillon-Osma et al., 2019).
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1.3. Estado redox y estrés oxidativo

Las reacciones quimicas de oxidacién-reduccion (REDOX) llevadas a cabo
dentro de las células, quienes permiten llevar a cabo procesos fundamentales,
son conocidas como sefalizacion redox y control redox. Dentro de estos
procesos fundamentales, es sabido que los sistemas biologicos aerdbicos
utilizan moléculas de oxigeno para la respiracion celular y obtencion de energia,
usando a nivel mitocondrial un 95% del oxigeno obtenido. Algunos intermediaros
de estos procesos suelen ser toxicos, de hecho, el 5% de oxigeno obtenido no
consumido por parte de la mitocondria ocasiona la formacién de especies

reactivas del oxigeno (ROS) o radicales libres (Becker, 2004; Sies, 2015).

Un exceso en la formacién de estas ROS y de especies reactivas del nitrégeno
(RNS) o una insuficiencia en la remocién de altos niveles de estas especies es
la definicién de estrés oxidativo y nitrosativo. Producto de reacciones en cadena
donde se van transfiriendo electrones, se generan diversas moléculas altamente
oxidantes y dentro de estas se encuentran el ion superoxido, peréxido de
hidrégeno, radicales hidroxilos, peroxinitrito, entre otros (Tabla 1-5 y Figura 1-
3). El rol de estas moléculas es ser parte de la dindmica celular, puesto que son
formadas por diversas macromoléculas pro-oxidativas como la cadena
transportadora de electrones (CTE), NADPH oxidasa, xantina oxidasa y
ciclooxigenasas. Estos radicales libres existen en células y tejidos biolégicos en

concentraciones que son bajas, pero que algunos de ellos pueden ser medidos
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(como el H202) y su concentracion estd determinada por el equilibrio que existe
en la produccién y la eliminacion de las mismas (Apel & Hirt, 2004; Csonka et
al., 2016; Droge, 2002; Phaniendra et al., 2015; Vaquero-Raya & Molero-

Richard, 2005).



Tabla 1-5. Lista de ROS y RNS producidos durante el metabolismo.

Radicales Libres Simbolo Vida media
Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Radicales

Superdxido 0, 10°%s
Hidroxilo OH* 10%°s
Radical alcoxilo RO’ 10°s
Radical peroxilo ROO’ 17s

No radicales

Peréxido de hidrégeno H20- Estable
Oxigeno singlete 1o, 10°s
Ozono O3 S

Peréxido Organico ROOH Estable
Acido hipocloroso HOCI Estable (min)
Acido hipobromoso HOBr Estable (min)
Especies reactivas del nitrégeno (RNS)

Radicales

Oxido nitrico NO* s?

Di6xido de nitrdgeno NO;’ S

No radicales

Peroxinitrito ONOO"- 1073s
Cation nitrosilo NO* S

Anién nitroxilo NO~ S

14
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Triéxido de dinitrégeno N2O3 s
Tetradxido de dinitrdgeno N204 S
Acido nitroso HNO; s
Acido peroxinitroso ONOOH Bastante estable
Cloruro de nitrilo NOCI S

2 La vida media de algunos radicales libres depende del medioambiente, por
ejemplo, la vida media del NO* en una solucion saturada de aire puede tardar
unos minutos. s segundos, min minutos.

Fuente: Adaptada de (Phaniendra et al., 2015).
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Oxigeno lon lon Oxigeno lon lon
molecular superoxido perdxido triplete oxeno oxido

v
[ 0, HO, H,0, HO  oH H,0 }
Oxigeno Radical Peréxido Agua Radical Agua
singlete perhidroxilo de hidroxilo
Hidrégeno

Figura 1-3. Generacion de los diferentes ROS mediante energia transferida o
reduccidn univalente secuencial del oxigeno triplete en estado fundamental.
Descripcion de la generacion de ROS a partir del oxigeno molecular o dioxigeno (30>).
A patrtir del dioxigeno se puede generar el oxigeno singlete y también, por transferencia
electrénica, es posible generar un poderoso radical libre que es el ion superéxido. El ion
superoxido al estar en presencia de protones (H")puede formar el radical perhidroxilo,
en cambio, por transferencia de electrones, forma el ion peréxido. Este ion perdxido es
capaz de formar el peréxido de hidrogeno en presencia de H* u oxigeno triplete, quien a
su vez puede formar agua o ion oxeno. Este Ultimo tiene la capacidad de formar al
radical hidroxilo en presencia de H* o ion oxido, quien finalmente forma agua.

Fuente: Confeccionada en biorender, adaptada y traducida de (Apel & Hirt, 2004).
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Existen diversos mecanismos por los cuales las células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) pueden ser activadas y producir una cantidad masiva
de ROS, dentro de ellos se encuentra la peroxidacion lipidica, activacion lograda
mediante lipopolisacérido (LPS), Zymosan A (ZA) y forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA). La produccion de ROS masiva es un mecanismo de defensa
utilizada por células como macréfagos y neutrofilos frente a patdégenos. Cuando
existe un aumento de estas ROS, se genera una propagacion de reacciones
guimicas en cadena que inician con la peroxidacion lipidica y que culmina en
productos finales como el 4-hidroxi-2-noenol (4-HNE) y malondialdehido (MDA),
quienes se acumulan en los sistemas biolégicos. Como producto final de la
peroxidacion lipidica, se tiene el MDA quien posee una mayor afinidad con
formar aductos con el ADN, pero cuando existe un aumento en su concentracion
a nivel citoplasmaético, este puede generar aductos con proteinas, uniéndose a
Ne-(2-propenal) lisina o uniones 1-amino-3-iminopropeno y piridil-1-
dihidropiridina tipo lisina-lisina. Estos productos MDA-proteina son capaces de
generar una reaccion proinflamatoria, induciendo activacién en linfocitos Th1l7, a
su vez, también puede provocar un aumento en la expresion de TNF-a mediante
un mecanismo de modificacion de la albumina a nivel del plasma (Drége, 2002;

Gegotek & Skrzydlewska, 2019; Tan et al., 2018).
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1.3.1. Sistema antioxidante

Para enfrentar este aumento en la produccién de ROS, las células han
implementado un sistema antioxidante capaz de disminuir y neutralizar estas
moléculas y con ello llegar a un equilibrio redox. Dentro de los mecanismos
utilizados por el sistema antioxidante, tenemos un componente enddgeno
enzimatico y un componente no enzimatico. Dentro del componente enzimatico
podemos encontrar enzimas como la superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutatibn peroxidasa y reductasa (GPx y GRd), y tioredoxina (Trx),
mientras que, en el componente no enzimatico, tenemos compuesto hidrofilicos
antioxidantes como el urato, ascorbato y flavonoides, ademas de radicales
lipofilicos antioxidantes como el tocoferol, carotenoide o ubiquinol y también
otros compuestos como minerales (selenio y zinc) y metabolitos (bilirrubina y
melatonina). Si hablamos de la efectividad y eficiencia en la descomposicion de
ROS, el sistema humano tiene una bateria de enzimas antioxidantes que por
excelencia son el principal mecanismo protector, pudiendo disminuir el ataque
oxidativo de forma masiva y jugando un rol importante en diversas condiciones
patolégicas como el dafio por hipoxia, por radiacién, trasplantes y proceso
inflamatorio. Dentro de las enzimas mas importantes se incluyen la CAT, SOD,
GPx y GRd quienes son enzimas que tienen una mayor afinidad por ROS (Ali et

al., 2020; Demirci-Cekic et al., 2022; He et al., 2017; Su et al., 2019).
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Figura 1-4. Proceso metabdlico de produccién de ROS y enzimas antioxidantes participantes
en su eliminacion.

Se representan los diversos factores que provocarian una produccién de ROS y la maquinaria
enzimatica capaz de control esta produccion de ROS. Se encuentran principal y biol6égicamente
hablando, la mitocondria, también se incluyen enzimas como cicloxigenasas, lopoxigenasas,
citocromo P450 reductasa, NADPH oxidasa, xantina oxidasa y factores externos como radiacion UV
o farmacos. Estas estructuras convierten al oxigeno molecular en radical perhidroxilo y para evitar su
rapida conversion en moléculas mas oxidantes, la superdxido dismutasa (SOD) convierte a este
radical perhidroxilo en perdxido de hidrégeno. Tanto la catalasa (CAT), glutatibn reductasa
(GRA/GSH reductasa), glutation peroxidasa (GPx/GDH px) y la tioredoxina reductasa (TRX

reductasa), permiten la conversion del peréxido de hidrégeno en agua.

Fuente: Obtenido de (Vaqguero-Raya & Molero-Richard, 2005).
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Se ha establecido que la primera linea de defensa frente al estrés oxidativo es la
metaloenzima SOD. Existe una gran mayoria de organismos que viven en
presencia de oxigeno que son capaces de expresar al menos una de las
isoformas de esta enzima. Respecto a estas isoformas, existen cuatro clases
gue poseen un diferente centro catalitico definido por un ion metélico, dentro de
las cuales se encuentran la Cu/Zn-SOD o SOD1 (Cobre/Zinc-SOD), Mn-SOD o
SOD2 (Manganeso-SOD), Fe-SOD (Hierro-SOD) y Ni-SOD (Niquel-SOD). En
las células eucariontes solo se expresan la SOD1 a nivel del citoplasma y
extracelular, permitiendo regular los niveles de ion superéxido en el espacio
intermembrana, citosol y peroxisomas, mientras que la SOD2 es expresada a
nivel de la mitocondria, donde se ha definido que esta isoforma es capaz de
regular a nivel nanomolar, los niveles fisiologicos de O2"", ademas de modular
los niveles de H202 en las células. La SOD1 corresponde a un homodimero que
posee un centro activo de cobre quien sufre cambios de valencia durante la
catdlisis y también posee zinc que se cree desempefia un papel estructural, esta
enzima posee un peso molecular de 32 kDa, en donde su deterioro se ha
asociado a retinopatia diabética. Por otro lado, la SOD2 es un homotetramero
gue contiene manganeso (lll) en su sitio activo y tiene un peso molecular de 89
kDa, el deterioro en la funcion antioxidante de esta isoforma se ha relacionado
con enfermedades como la aterosclerosis. Cualquiera de sus isoformas es
capaz de realizar la reaccion de dismutacion del anién superéxido (O2™) para

formar el H202 y O2 (Tabla 1-6) (Ali et al., 2020; Demirci-Ceki¢ et al., 2022;
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Eleutherio et al., 2021; Miriyala et al., 2012; Pisoschi & Pop, 2015; Wang et al.,

2018; Zhao et al., 2021).

La CAT es una enzima muy importante a nivel de la regulacion redox y tiene
como funcién disociar al peréxido de hidrégeno (H202) en oxigeno molecular
(O2) y agua (H20) (Tabla 1-6). Tiene un peso molecular equivalente a 250 kDa y
Su estructura consiste en 4 grupos de hemoproteinas donde cada una contiene
un grupo hemo activo y NADPH. La CAT es considerada la enzima antioxidante
mas importante en la mayoria de las células, estando presente en peroxisomas
de células animales y tiene la capacidad de reducir significativamente el estrés
oxidativo. La actividad enzimatica de CAT depende de la concentracion de H2032,
por lo que, cuando hay altas concentraciones, se genera la descomposicion del
H20:2, pero en caso de concentraciones bajas, este compuesto puede realizar la
reaccion de peroxidacion con otros compuestos como metanol o etanol. Su rol
en el ser humano constituye en proteger a la hemoglobina del H202 generado y
ademas tiene un papel de proteccion durante el proceso de inflamacion,
reduciendo los niveles de ROS (Ali et al.,, 2020; Demirci-Cekic et al., 2022;
Hadwan, 2018; Lu et al., 2021; Pisoschi & Pop, 2015; Putnam et al., 2000; Su et

al., 2019).

La GRd es una flavoproteina homodimérica de 110 kDa aproximadamente, que
tiene una alta participacion en el metabolismo del glutation (GSH), siendo capaz
de catalizar la reduccion NADPH dependiente del glutation disulfato (GSSG) a

GSH (Tabla 1-6), reaccion que es esencial para mantener los niveles de GSH
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controlados. Esta enzima tiende a acumularse en regiones celulares donde
existe un alto flujo de electrones, donde las ROS y RNS son generadas y se
sugiere que, debido al alto grado de conservacion de la enzima desde bacterias
(Escherichia coli) hasta humanos, la GRd cumple funciones que son esenciales
para la vida de organismo aerobicos. La GRd es la encargada de mantener la
relacion GSH/GSSG y es quien permite que haya una disponibilidad de GSH
que sera usada por la GPx y permitira la conversion de H202 en H20 (Tabla 1-
6), puesto que la GPx utiliza el GSH como cofactor (Ali et al., 2020; Carlberg &

Mannervik, 1985; Couto et al., 2016; Deponte, 2013; Kehrer et al., 2010).



Tabla 1-6. Reacciones enziméticas llevadas a cabo por enzimas

antioxidantes.

Nombre enzima antioxidante

Reaccion catalizada

SOD

CAT

GRd

GPx

SOD
205" =5 H,0,+ 0,
CAT
2 H,0, — 2 H,0 + 0,
GRd
GSSG + NADPH - GSH + NADP*

GP.
GSH + 2H,0, —> 2H,0 + O, + GSSG

Fuente: Elaboracion propia.
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1.4. Sistemainmunolégico

Dentro de los ya conocidos factores de riesgo asociados a ECV, la evidencia ya
existente sugiere que a parte de una participacion de la inmunidad innata,
también hay una participacion en la inmunidad adaptativa en el desarrollo de las
ECV, esto debido a un aumento en las células T efectoras de memoria
circulantes que se encuentran en pacientes con ECV y la correlacion que existe
con el aumento de los niveles de c-LDL. El higado, como 6rgano central ligado
al metabolismo lipidico, se sabe también que es un sitio inmunoldgico Unico,
siendo la regulacion homeostatica inmunolégica un factor particularmente
importante a nivel hepatico en el contexto de la aterosclerosis, puesto que en
inflamaciones hepaticas subagudas empeora el desarrollo de lesiones, mientras
que interrumpir la via inflamatoria en hepatocitos permite aliviar la
aterosclerosis. Sumado a lo anterior, tanto la respuesta inmune y otros procesos
vitales de las células inmunoldgicas como lo son la sobrevivencia celular, el
crecimiento celular, la proliferacion y diferenciacion celular, tienen directa
relacion con la presencia de ROS, otro de los participantes clave en el desarrollo
de las ECV, mediante la presencia del estrés oxidativo. La presencia y evolucién
de lesiones aterosclerdticas a nivel endotelial se relaciona también con la
aparicion de células T CD4+ proaterogénicas, asi como también lo hacen los
macréfagos, de hecho, las células T reguladoras CD4+ originadas a nivel del

timo o diferenciadas en la periferia expresan un factor de transcripcion que
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define el linaje FoxP3 y suprime la aterosclerosis, mientras que el desarrollo de
la enfermedad se agrava en presencia de células T CD4+ proinflamatorias que
son especificas capaces de reconocer la ApoB-100 expresada en el higado

(Mailer et al., 2017; Proto et al., 2018; Yang et al., 2013).

En enfermedades inflamatorias cronicas, como es el caso de la aterosclerosis,
se encuentran las células inmunes innatas que corresponden a los monocitos,
macrofagos y células dendriticas, quienes participan en la inflamacion
secretando factores proinflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), interleuquina-6 (IL-6) y ROS. Junto a este tipo de respuesta innata, se
genera una infiltracion de células inmunes adaptativas que generan respuestas
inmunes antigeno-especificas mediante células T efectoras productoras de
citoquinas proinflamatorias o antiinflamatorias y de células B que se diferencian
en células plasmaticas con su caracteristica funcionalidad de produccion de
anticuerpos especificos, teniendo roles importantes en el proceso de

aterosclerosis (Sun et al., 2020).

Es sabido que las células del sistema inmune utilizan ROS para ejercer su rol
defensivo frente a diversos patdégenos, como ocurre en el caso de las células
fagociticas como los macréfagos, quienes utilizan ROS como un arma efectiva
en el procesos conocido como explosién oxidativa o estallido respiratorio. Dentro
de las acciones que ejercen las células NK (Natural Killer) los ROS son
requeridos en procesos como la citdlisis de células cancerosas. Por otro lado,

las células dendriticas utilizan ROS, especificamente los derivados de la
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actividad mitocondrial, para iniciar su diferenciacién a partir de precursores de
monocitos o células hematopoyéticas, mientras que en lo que respecta a las
funciones inmunoldgicas y ciclo de vida de las células T, estas son reguladas de
forma sutil por la produccién y sefializacion que desencadena la presencia de
ROS. Finalmente, ciertos ROS como el H202, juegan un rol importante en la
activacion de las células B, asi como contribuir en la sefializacion de los

receptores de la célula B (BCR, B cell receptor) (Yang et al., 2013).

1.4.1. Células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)

Afos de investigacion han llevado a determinar que un buen biomarcador para
evidenciar los cambios metabdlicos a nivel de los tejidos son las PBMC. Dentro
de ellas se encuentran diversas células inmunoldgicas de un Unico nucleo,
donde un 70 — 90% corresponde a linfocitos T, linfocitos B y células NK,
mientras que un 10 — 30% corresponde a monocitos/macréfagos y un ~1%

corresponde a células dendriticas (Reynés et al., 2015; Silva et al., 2016).

En estudios de nutricion, es fundamental comprender el rol de la comida y los
nutrientes en la regulacion de los tejidos y cémo se llevan a cabo los
mecanismos moleculares que finalmente reflejan los beneficios que son
adquiridos mediante la dieta, esto principalmente en el higado, tejido adiposo y

tejido muscular. Debido a la limitacibn de obtener este tipo de muestras en
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voluntarios humanos sanos, es que se ha vuelto imprescindible disponer de una
herramienta alternativa que sea capaz de reflejar de forma fehaciente los
cambios a nivel de diversos tejidos. De aqui surge como alternativa el uso de las
PBMC, puesto que estas células son capaces de evidenciar la regulacion
hepatica del metabolismo lipidico y pueden migrar a diversos tejidos a través de
la circulacion sanguinea, ademas de que la expresion génica de las PBMC
reflejaria las respuestas metabdlicas e inmunitarias en adipocitos y hepatocitos.
Ademas, las PBMC son capaces de responder frente a cambios hormonales que
son causados por respuestas metabdlicas de diferentes érganos, debido a que
poseen receptores para hormonas como lo son la insulina, glucagén y leptina,
claves en la regulacion metabdlica y que influyen también en el metabolismo
lipidico. Sumado a esto, las PBMC son capaces de relacionarse a
enfermedades que tienen un factor nutricional, como es la obesidad o
dislipidemias, puesto que son enfermedades inflamatorias que provocan
cambios en la expresion de las PBMC para la activacion de estas en la
respuesta inmune (Caimari et al., 2010; de Mello et al.,, 2012; Reynés et al.,

2015; Reynés et al., 2016).

Las PBMC son buenos biomarcadores metabdlicos y esto se debe a que son
células capaces de expresar una gran porciéon del genoma, son de facil
obtencion y son capaces de reflejar de forma representativa, mediante su
expresion geénica, las variaciones en el metabolismo. Lo anterior es debido a que

son células que se encuentran permanentemente en circulacién y gracias a que
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interaccién con diversos tejidos, estas pueden responder a sefales internas y
externas, esta Ultima referida a consumo de nutrientes, lo que ocasiona este
cambio en la expresion génica. Han sido utilizadas en estudios de nutricion y
obesidad, puesto que a nivel de variacion en la expresion génica se puede
evidenciar cambios agudos adaptativos, en lo que a homeostasis energética
respecta, esto en distintas condiciones de alimentacion en tejidos claves del
metabolismo lipidico como lo son el higado y el tejido adiposo (Costa et al.,

2021; Oliver et al., 2013; Reynés et al., 2015).

1.5. Hipercolesterolemiay su rol fisiopatolégico en la aterosclerosis

La aterosclerosis corresponde a una enfermedad inflamatoria cronica
caracterizada por la acumulacién de lipidos y células inflamatorias en las
paredes de las arterias de mediano y gran tamafio. Este proceso patogénico
involucra  sefiales de  activacion  proinflamatoria, expresion  de
citoquinas/quimioquinas y también el aumento del estrés oxidativo (Kattoor et

al., 2017).

Diversos son los factores de riesgo que pueden desencadenar una ECV, dentro
de ellos se encuentran la hipertension, diabetes, hébito tabaquico, género
masculino y posible presencia de marcadores de inflamacion como proteina C

reactiva (PCR) o citoquinas, pero el nivel elevado de colesterol en plasma es
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quizas el Unico suficientemente capaz de generar el desarrollo de la
aterosclerosis, incluso en ausencia de otros factores de riesgo conocidos. La
hipercolesterolemia es asociada a un desorden de caracter metabdlico que esta
caracterizado por un aumento de CT en sangre y dentro de esto, el mayor factor
de riesgo especifico corresponde a un aumento de c-LDL. Esto puede
desencadenar el proceso patogénico denominado aterosclerosis y por
consecuencia final, pero no obligatoria, el desarrollo de enfermedades cardiacas

isquémicas (Csonka et al., 2016; Falk, 2006).

1.5.1. Fisiopatologia de la aterosclerosis

El desarrollo de la aterosclerosis (Figura 1-5) se lleva a cabo en un tejido
biol6gico especifico, este es el endotelio vascular que corresponde a una
monocapa de células endoteliales y la cual, respecto a la zona apical de estas
células expuestas al lumen del vaso sanguineo, es la que constituye a la
primera barrera molecular y celular frente a patégenos circulantes. Esta inicia en
presencia de la disfuncion endotelial, que corresponde a aquella capaz de
interrumpir la homeostasis de la regulacién vascular, en donde el endotelio
pierde la habilidad de mantener la homeostasis, lo que también se acompafa
con una vasoconstriccion en las paredes de los vasos, infiltracién lipidica,

adhesion leucocitaria, activaciéon de plaquetas y estrés oxidativo (Cyr et al.,
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2020; Jebari-Benslaiman et al., 2022; Rosenbaum et al.,, 2012; Wolf & Ley,

2019).

Diversas son las causas de disfuncién endotelial, dentro de ellas se encuentra la
fuerza hemodinamica, quien puede ocasionar un estrés fisico sobre las paredes
del vaso sanguineo producto del flujo turbulento que pudiera provocarse a causa
de la presion arterial o por la estructura misma de los vasos sanguineos. Por
otro lado, cuando existe un aumento de ROS se genera el proceso de estrés
oxidativo quien, al no ser regulado, es capaz de provocar una injuria a nivel del
endotelio, como es el caso de la disminucion en la biodisponibilidad de éxido
nitrico (NO), quien es la molécula que permite la relajacion de las fibras
musculares de los vasos sanguineos. Cuando existe una disminucion de NO se
propicia un ambiente de agregacion plaguetaria, oxidacién e inflamacién de
tejidos. Dentro de las causas que provocan una disminucién de NO es la
hipercolesterolemia, debido a un aumento en el estrés oxidativo, ya que se
promueve la sintesis de citoquinas proaterogénicas como TNF-a e interleuquina-
1 (IL-1) e IL-6, moléculas de adhesion molecular como VCAM-1 (Vascular Cell
Adhesion Molecule 1) e ICAM-1 (Intercelular Adhesion Molecule 1) vy
quimioquinas como MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1), quienes
inhiben la actividad de eNOS (Oxido Nitrico Sintasa endotelial) que permite la
sintesis de NO (Cyr et al., 2020; Jebari-Benslaiman et al., 2022; Rosenbaum et

al., 2012).
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Con este aumento en el estrés oxidativo, son los lipidos los primeros en ser
afectados por las ROS. Este proceso es conocido como peroxidacion lipidica e
involucra la peroxidaciéon de fosfolipidos y ésteres de colesterol, donde las ROS
son capaces de formar radicales lipidicos que interaccionan con el oxigeno
presente y generan radicales peroxilos lipidicos, luego hidroperoxidos lipidicos y
finalmente un producto no radical y oxigeno restante. Todo este proceso es
llevado a cabo porque al haber una disfuncion endotelial, la ApoB que contienen
las LDL son capaces de penetrar el endotelio dafiado mediante un mecanismo
de transcitosis por medio de receptores Scavenger B1 (SR-B1) y receptores tipo
1 de activina A (ALK1) y finalmente caer en los efectos del estrés oxidativo,
convirtiendo a la LDL en LDL oxidada (ox-LDL). Producto de la oxidacion de la
LDL y el dafio a nivel de las células endoteliales, se desencadena una respuesta
inflamatoria donde participan las PBMCs, el endotelio vascular, células del

musculo liso (CML) y fibroblastos (Ascaso, 2010; Khatana et al., 2020).

Al existir esta infiltracién transendotelial de la LDL hacia el espacio subendotelial
y existir esta oxidacion, se desencadena un proceso inflamatorio que promueve
la formacion de una placa aterosclerética. Una de las mas importantes
modificaciones que sufre la LDL es a nivel de su apolipoproteina ApoB-100, la
cual, producto de la oxidacién, modifica su estructura a nivel de sus residuos de
tirosina que, sumado a los otros cambios estructurales, se impide el

reconocimiento por parte del LDLR, lo que incrementa el ingreso de LDL, puesto
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que no existe un control por parte de este receptor (Ascaso, 2010; Jebari-

Benslaiman et al., 2022).

La presencia de ox-LDL genera la activacion del endotelio y con ello se secretan
diversas moléculas de adhesién celular como VCAM-1 e ICAM-1, lo que provoca
un reclutamiento de monocitos y linfocitos T en la pared del vaso sanguineo,
como también un aumento en la produccion de citoquinas quimiotacticas que
atraen a mas monocitos. En el espacio subendotelial es donde finalmente los
monocitos se diferencian en macréfagos, quienes expresan receptores
Scavenger (SR) y receptores tipo lectina de ox-LDL 1 (LOX-1) y con ello
internalizan a la ox-LDL, lo que finalmente provoca que haya una transformacion
de estos macrofagos en células de espuma, que corresponden a macréfagos
con una gran cantidad de ox-LDL en su interior (Hansson & Hermansson, 2011;

Jebari-Benslaiman et al., 2022; Khatana et al., 2020).

Las CML son aquellas que fisiologicamente tienen un rol en la contractilidad de
los vasos sanguineos y regulacion del flujo de la sangre. Cuando las citoquinas
secretadas por linfocitos T, debido al reconocimiento de diversos antigenos de la
ox-LDL que le son presentados, propician e incrementan este estado
proinflamatorio, provocan una activacion del endotelio y de las CML que genera
la secrecion de factores de crecimiento como el factor de crecimiento
epidérmico, factor de crecimiento de fibroblastos, el factor de crecimiento
derivado de plaguetas (PDGF) y el factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGF), iniciando una migracion y proliferacion de las CML desde la tunica
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media del vaso sanguineo hasta el sitio de inflamacion. Sumado a lo anterior,
las CML al cambiar su fenotipo debido a estos estimulos, comienzan a sintetizar
componentes de la matriz extracelular (MEC) como el colageno, elastina o
proteoglicanos, generando asi una cubierta fibrética denominada placa fibrética
que va a recubrir a la placa ateromatosa, generando una capsula que protege a
esta lesion de alguna ruptura momentaneamente (Jebari-Benslaiman et al.,
2022; Khatana et al., 2020; Rosenbaum et al., 2012; Tall & Yvan-Charvet, 2015;

Zhang et al., 2021).

El movimiento de todo este componente celular va propiciando la formacion de
una placa necrética que se encuentra en el centro de la placa fibrotica, la cual
contiene restos y cuerpos celulares necroéticos y células apoptoticas. Dentro de
ese nucleo necrético se genera un microambiente proinflamatorio y oxidativo
gue en conjunto con aumento en la produccion de metaloproteasas que inician
una degradacion de la MEC sintetizada por las CML, ocasiona un debilitamiento
de la placa fibrotica, y posteriormente desencadenan la ruptura de estas placas,
teniendo una alta probabilidad de generar trombos (Jebari-Benslaiman et al.,
2022; Khatana et al., 2020; Libby et al., 2019; Rosenbaum et al., 2012; Tall &

Yvan-Charvet, 2015; Zhang et al., 2021; Zhu et al., 2018).
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1.6. Tratamientos para hipercolesterolemia

1.6.1. Tratamiento no farmacolégico

Las alternativas terapéuticas establecidas para enfrentar a la
hipercolesterolemia constan de 2 vias, las cuales suelen ser utilizadas por
separado, pero también en conjunto, dependiendo de la condicion del paciente.
Para evitar la administracion de medicamentos, lo primero recomendado al
paciente es comenzar un tratamiento no farmacolégico o también establecido
como tratamiento dietético y de actividad fisica, lo que involucra a grandes
rasgos, un cambio de estilo de vida, donde se incluya un aumento progresivo en
la actividad fisica del paciente y también un cambio a nivel de la dieta

alimentaria (Leén & Solis, 2012; MINSAL, 2000).

Las guias clinicas del MINSAL frente al tratamiento de las dislipidemias fija
como objetivo central del tratamiento el mejorar el colesterol aterogénico, es
decir el c-LDL y/o c-no HDL (colesterol no HDL). En base a esto se indica a
pacientes con un RCV bajo y moderado, el seguir un tratamiento
dietoterapéutico en un plazo de 3 a 6 meses antes de comenzar con el
tratamiento farmacoldgico, donde se incluye una distribucion de macro y
micronutrientes para equilibrar y variar la alimentacién (Tabla 1-7). El enfoque

de los nuevos tratamientos dietéticos es el enfrentamiento de Ila
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hipercolesterolemia mediante dietas basadas en patrones dietarios
cardioprotectores, puesto que en literatura se ha documentado la existencia de
beneficios de nutrientes y componentes de la dieta frente a procesos
aterogénicos y, por ende, hipercolesterolemia, pudiendo llegar a ser factores
protectores que permitan retrasar o evitar estos procesos. Sumado a esto,
también se incluyen aumentos en la actividad fisica que incluye entre 40 a 60
minutos de ejercicio aerdbico o fuerza dinamica al menos 4 dias a la semana en
una categoria de intensidad que va de moderada a vigorosa, pero que debe ser
prescrita en base a la evaluacion individual de cada paciente respecto a su
capacidad cardiovascular y biomecanica. Finalmente, dentro de los cambios de
estilo de vida se incluye la disminucion del consumo de alcohol (< 20 g/dia en
hombres y < 10 g/dia en mujeres, siendo dos y un trago al dia segun las
medidas estandar de acuerdo con el grado alcoholico de la bebida a consumir) y
dejar el habito tabaquico, lo que se debe evaluar con cada paciente (MINSAL,

2018; Pino Ramos et al., 2019).
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Tabla 1-7. Proporciones recomendadas de diversos micro y macronutrientes en

un tratamiento dietoterapéutico para hipercolesterolemia.

Micro/macronutriente

Proporcion

Grasa total

Acidos grasos saturados (AGS)

Acidos grasos poliinsaturados (AGPI)
Acidos grasos monoinsaturados (AGMI)
Grasas trans

Carbohidratos

Proteinas

Colesterol

Fibra

Calorias totales

25 — 30% de calorias totales

< 7% de las calorias totales

< 10% de las calorias totales

10 — 20% de las calorias totales

< 1% de las calorias totales

45 — 55% de las calorias totales

15% de las calorias totales

< 200 — 300 mg/dia

20 — 35 g/dia (10 a 25 g soluble)
Necesarias para alcanzar y mantener

peso deseable

Indicar siempre alglin patron dietario de dieta saludable que incluya fruta fresca,

verduras, legumbres, frutos secos, aceites saludables, pescado y lacteos

descremados.

Fuente: Adaptado desde (MINSAL, 2018).
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1.6.1.1. Dieta baja en grasas

La modificacion en el estilo de vida, como se ha mencionado, es la primera vy,
por asi decirlo, la mas importante recomendacion que se le entrega al paciente
cuando es diagnosticado con hipercolesterolemia. Modificar tanto el estilo de
vida como hacer cambios a nivel de la dieta son dos estrategias que permiten de
forma certera el modificar los factores de riesgo de forma drastica, asi como
disminuir los riesgos de las ECV. En base a esto, seguir dietas saludables
resulta un paso importante para tratar a las ECV (Chawla et al., 2020). La AHA
(American Heart Association) recomienda seguir dietas que incorporen
vegetales, frutas, frutos secos y pescado para reducir los RCV (Horn et al.,

2016).

La dieta que ha sido recomendada con mayor frecuencia corresponde la dieta
baja en grasas, la cual incorpora el 30% o menos de las calorias obtenidas
desde las grasas. Por lo general, se incluyen alimentos como verduras, frutas,
cereales integrales, la clara del huevo, pechuga de pollo, mariscos y lacteos
bajos en grasas, entre otros (Bhandari P, 2022). Usualmente el 20 — 30% de la
energia proviene de las grasas, esto se refiere a una ingesta calérica de 1000 —
1500 kcal/dia, la cual proviene de grasas y tiene la ventaja de que existe una
amplia gama de opciones respecto a los alimentos que se pueden elegir,
teniendo como énfasis en esta dieta el control y moderacion de las porciones

(Raynor & Wing, 2005).
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1.6.1.2. Dieta mediterranea

Otra de las dietas que suele ser recomendada es la dieta mediterranea
(MedDiet), la cual tradicionalmente cuenta con alimentos como frutas, vegetales,
cereales, papas, frutos secos y semillas, alimentos minimamente procesados,
aceite de oliva, huevos, pescado, entre otros, siendo saludables y observandose
un efecto sobre mejorar los factores de riesgo de las ECV (Guasch-Ferré &
Willett, 2021). Dentro de algunos componentes claves dentro de la MedDiet
estan el consumo moderado de vino tinto y el consumo de aceite de oliva,
puesto que el primero contine varios polifenoles bioactivos a quienes se les
atribuyen propiedades antiinflamatorias y ademas al aceite de oliva se le ha
atribuido propiedades antiaterogénicas, debido a que contiene alto nivel de
AGMI y polifenoles bioactivos, pero solo presentes en el aceite de oliva extra
virgen, atribuyéndole propiedades cardioprotectoras (Martinez-Gonzalez et al.,

2019).

Se destacan diversas formas en las que la MedDiet puede contribuir, dentro de
los cuales esta su efecto hipolipemiante, proteccion frente al estrés oxidativo,
inflamacion y agregacion plaquetaria, modificacion de hormonas y factores de
crecimiento envueltos en la patogenia del cancer, inhibicion de vias de deteccion
de nutrientes mediante restriccion de aminoécidos especificos y produccion de
metabolitos mediado por microbiota intestinal influyentes en la salud metabdlica

(Tosti et al., 2018).
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1.6.2. Tratamiento farmacoldgico

Las alternativas existentes para el tratamiento del paciente hipercolesterolémico
va a depender de su estado de salud. Como se mencionaba, la primera opcion
sera el tratamiento no farmacoldgico, pero cuando éste ya no es efectivo, se
hace necesaria la intervencion de algun farmaco que permite regular estos

niveles de lipidos en sangre (MINSAL, 2018).

Dentro de las opciones farmacoldgicas (Tabla 1-8), las estatinas como
inhibidores competitivos de la HMG-CoA reductasa son los farmacos iniciales
entregados para el tratamiento de la hipercolesterolemia. Su efecto sobre le
biosintesis hepatica de colesterol y expresion del LDLR permite disminuir los
niveles plasmaticos de c-LDL. También se ha descrito un aporte a la estabilidad
de la placa ateromatosa, mejorando la disfuncion endotelial. Rosuvastatina y
atorvastatina son las mas potentes, capaces de reducir en > 50% el c-LDL
cuando son usadas en dosis altas. El rango de dosis para rosuvastatina va entre
los 10 — 40 mg y para atorvastatina es de 10 — 80 mg, donde la recomendacion
del horario de administracion es “a cualquier hora” ("Guia de Tratamiento
Farmacologico de Dislipidemias para el primer nivel de atencion.,” 2013;

MINSAL, 2018; Morais Lopez et al., 2009).

También se recomienda el uso de resinas que permiten la fijacién de acidos

biliares, reduciendo asi su reabsorcion. Lo anterior permite incrementar la
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produccion de &cidos biliares y asi disminuir el contenido de colesterol en el
interior de los hepatocitos. Estos acidos biliares participan como moduladores de
cascadas de sefializacion intracelular lentas involucradas en inmunidad,
apoptosis y carcinogénesis. Las resinas como la colestipol, colestiramina y
colesevelam suelen ser recomendadas como medicamentos de segunda linea
para la reduccion de colesterol luego de las estatinas. Su dosis suele ser de 4 g
de colestiramina o0 5 g de colestipol con variacion en el numero de dosis diarias.
Tienen una eficacia de reducir el c-LDL en un 18 — 25%, sin influir sobre el c-
HDL. (Ahangari et al., 2018; Lazarte & Hegele, 2020; MINSAL, 2018; Morais

Lépez et al., 2009).

La ezetimibe es un inhibidor selectivo de la absorcidon intestinal, bloqueando
especificamente al transportador de colesterol NPC1L1 (Proteina 1 Niemann-
Pick C1). Afecta la absorcion del colesterol dietético como al colesterol
contenido en la secrecion biliar. Su dosis es de 10 mg/dia con o sin alimentos y
puede administrarse en combinacion con estatina para incrementar su efecto,
pero no con resinas. La ezetimibe es un medicamento de primera y segunda
linea frente a la prevencién de ECV y puede ser usada como monoterapia en
pacientes intolerantes a las estatinas. Su eficacia como monoterapia es de un
15 — 22% de reduccion de c-LDL y en combinacién con estatinas, adiciona una
eficacia de 15 — 20% (Ahangari et al., 2018; "Guia de Tratamiento
Farmacoldgico de Dislipidemias para el primer nivel de atencién.," 2013;

MINSAL, 2018; Morais Lopez et al., 2009).
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Otra opcion, de las mas actuales, son el uso de los inhibidores de la PCSK-9
(Proprotein  Convertase Subtilisim/Kexin type 9), quien participa en el
metabolismo del LDLR. El desarrollo de anticuerpos monoclonales capaces de
unirse a esta proteasa en plasma, permiten la inhibicién de su funcién y evitan la
degradacion intracelular de los LDLR, aumentando la captacion de LDL desde la
sangre. Segun lo dictaminado por el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), la
dosis para Sybrava™ es de 284 mg en una sola inyeccion subcutanea, esto al
inicio, luego a los 3 meses y después cada 6 meses. Respecto a su eficacia, los
inhibidores de la PCSK-9 logran reducir entre un 50 — 70% los niveles de c-LDL
tras 12 semanas de tratamiento en combinacién con estatina y reducen
significativamente el RCV en un 15% (Ahangari et al., 2018; ISP, 2021; Lazarte

& Hegele, 2020; MINSAL, 2018).
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Tabla 1-8. Dosis de medicamentos para tratar la hipercolesterolemia.

Farmaco Dosis Eficacia

10 — 40 mg (rosuvastatina) o 10 — 80 >50 %
Estatinas

mg (atorvastatina)

Resinas 4 g (colestiramina) o 5 g (colestipol) 18 — 25%
Ezetimibe 10 mg 15-22%
Inhibidores PCSK-9 284 mg (Sybraval¥) 50 - 70%

Fuente: Confeccionado desde (Ahangari et al., 2018; "Guia de Tratamiento
Farmacologico de Dislipidemias para el primer nivel de atencion.," 2013; ISP, 2021;

Lazarte & Hegele, 2020; MINSAL, 2018; Morais Lopez et al., 2009).
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1.7. Gevuina avellana Molina

Los frutos secos corresponden a un conjunto de alimentos a los que se les han
atribuido propiedades antioxidantes y su consumo se ha asociado con una
disminucion del RCV frente a padecer una ECV, asociando estos efectos
beneficiosos con la composicion de estos frutos secos. Su composicién consta
de AGMI entre un 40 — 60% y AGS en un 7%, también se incluyen fibras,

potasio, magnesio, cobre, vitamina E y arginina (De Lira-Garcia et al., 2012).

Diversos frutos secos y semillas se hacen relevantes para el consumo humano,
dentro de ellas se encuentran el coco (Cocos nucifera L.), mani (Arachis
hipogea L.) y especies templadas como avellana (Corylus avellana L.), nuez
(Juglans spp.) y almendras (Prunus anygdalus var. Dulcis Koehne) (Mercanligil

et al., 2007)

La avellana chilena (Gevuina avellana Molina) es la representante mas austral
de la familia Proteceae en conjunto con la nuez macadamia (Macadamia
integrifolia Maiden & Betche y M. tetraphylla L.A.S. Johnson). La recoleccion de
la avellana chilena se remonta a la época prehispanica y se obtiene de arboles
que se encuentran cercanos a la Cordillera de la Costa, soliendo ser
recolectadas entre los meses de marzo y abril, con el objetivo de ser
almacenada para las épocas de invierno, donde son descascaradas y tostadas

antes del consumo. La avellana chilena cuenta con una composicion rica en
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acidos grasos insaturados (AGI) que esta por sobre la de AGS, habiendo mayor
nivel de AGMI, por otro lado, también se encuentran &cidos grasos solubles,
bioactivos como tocoferoles y fitoesteroles, vitamina E, minerales esenciales
como el selenio, aminoacidos esenciales, antioxidantes fendlicos como &acido
cafeico, fibras dietéticas solubles, bioactivos y fitoquimicos (Tabla 1-9)

(Mercanligil et al., 2007; Pino Ramos et al., 2019).
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Tabla 1-9. Rango de composicién de &cidos grasos de G. avellana en sus

diversos origenes de produccién.

Composicion Proporcion
AGS totales 104+£99-644+11,2¢g/L
AGMI totales 598,7 £ 54,1 - 800,6 £ 74,0 g/L
AGPI totales 42,0+3,8-704+6,4¢9/L

16 £ 0,0 - 8,7 + 0,1 g de acido galico
Polifenoles totales equivalente/ 100 g de extracto enriquecido

con polifenoles

Fuente: Confeccionada desde (Pino Ramos et al., 2019)
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1.8. Actualidad de hipercolesterolemia e intervencién nutricional con

avellana

En literatura se han evidenciado diversos estudios donde se ha observado una
mejora en el perfil lipidico de sujetos hipercolesterolémicos que han mantenido
un consumo de avellanas en determinados periodos de tiempo. Respecto a
ésto, dentro de los estudios relevantes se encuentra uno que incluyé a 15
sujetos hipercolesterolémicos entre 22 y 59 afios de la Universidad de
Hacettepe en Turquia, el cual consistid en un estudio control de 2 periodos, uno
de 4 semanas con una dieta control y luego 4 semanas con una dieta
enriguecida con avellana. Los resultados evidenciaron reduccion en variables
antropométricas como el indice de masa corporal (IMC) y el porcentaje masa
grasa (Yomasa grasa) que son significativos en el periodo de dieta enriquecida
con avellanas en comparacién con el control. En el perfil lipidico hubo una
disminucién de c¢-VLDL, TG y Apo B en un 29,5%, 31,8% y 9,2%,
respectivamente, ademas de un aumento del 12,6% de c-HDL cuando hay una
comparacion entre la intervencién con avellana y el control. Cabe resaltar que
dentro de los resultados no se evidencido un cambio significativo en el c-LDL
(3,3%), concluyendo que el consumo de una dieta enriquecida con avellana si
modifica favorablemente al colesterol plasmético y el perfil de lipoproteinas a

pesar de incrementar el contenido graso de la dieta (Mercanligil et al., 2007).
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Un estudio controlado aleatorizado evalud el cambio resultante del perfil lipidico
por medio de una intervencion dietética enriquecida con avellana, donde
participaron 21 sujetos entre 34 y 54 afios que durd 12 semanas. Este estudio
fue dividido en 3 periodos, 4 semanas correspondientes al periodo control, luego
4 semanas que incluyo la intervencion con avellana y finalmente 4 semanas de
control nuevamente. En sus resultados observaron cambios significativos en
IMC y %masa grasa, ademas de una disminucion de CT, c-LDL, TG y relacion
Apo B/Apo Al, asi como aumentos en c-HDL y Apo Al. También evaluaron los
niveles de ox-LDL, encontrando una disminucion de esta, ademas de un
aumento en la vitamina E. La conclusion de este estudio es que las dietas
enriquecidas con avellanas pueden servir como una herramienta antiaterogénica
debido a que mejora la funcion endotelial, disminuye la oxidacién de la LDL y
marcadores inflamatorios, sumado al efecto que ejercen en el perfil lipidico y
lipoproteinas, ademas, indican que este beneficio puede ser reversible en un

periodo de 4 semanas (Orem et al., 2013).

Dentro de las intervenciones dietéticas mas recientes registradas respecto al
uso de avellanas como suplemento dietario, se encuentra un estudio controlado
aleatorizado de 8 semanas donde se incluyeron un total de 60 nifios, nifias y
adolescentes (NNA) entre 6,7 y 17,5 afios que fueron diagnosticados con
hipercolesterolemia  familiar, hiperlipidemia  familiar ~ combinada e
hipercolesterolemia poligénica, reclutados desde el departamento de ciencias de

la salud y pediatria de la Universidad de Turin, Italia. Sus resultados indicaron
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que hay una reduccion de c-LDL al suplementar la dieta con avellana en el caso
de la hiperlipidemia primaria, especificando que esto ocurria en aquellos que
consumian la avellana con piel, ademéas aumentaba el ratio de c-HDL/c-LDL en

el mismo caso de la avellana con piel (Deon et al., 2018).

En cuanto a atribuciones favorables en la disminucion del estrés oxidativo e
inflamacion al consumir avellana como suplemento de un régimen dietario, se ha
evidenciado en un estudio clinico prospectivo realizado en Roma, donde fueron
incluidas 30 personas saludables reclutadas desde el departamento de
biomedicina y prevencion de la Universidad de Roma Tor Vergata. Estas
personas siguieron una dieta suplementada con avellanas (40 g/dia) durante 6
semanas y se evalud el estado nutricional, oxidativo y estado inflamatorio de
cada participante. En sus resultados se informé una disminucion de CT, c-LDL y
del ratio CT/c-HDL, ademas existe un proceso de regulacién en la expresion de
las enzimas con mayor capacidad antioxidante (CAT y SOD) e incluso un
aumento en la expresion de PPARy (Receptor gamma Activado por el
Proliferador de Peroxisomas) como marcador antiinflamatorio. Di Renzo et al.
concluyen que se ha demostrado que las avellanas son capaces de reducir el
RCV/riesgo aterogénico y de inflamacion, pero sigue siendo una interrogante el
mecanismo o0 las razones que indiquen claramente por qué se genera este
efecto. De igual forma, aluden a que su estudio incluye un muestreo minimo y
con ello no se evidencia claramente el efecto real de la avellana (Di Renzo et al.,

2019).
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Multiples estudios han indicado cuales son los posibles efectos e incluso
evidenciado estos mismos, sobre el perfil lipidico, estrés oxidativo e inflamacion.
De hecho, uno de los estudios recientemente publicados efectia un
metaanalisis de estudios realizados con intervencion en la dieta suplementada
con avellana y en él se indica que hay una evidencia en la mejora de algunos
factores de riesgo cardiometabdlicos como el c-LDL y CT, pero que existen
limitaciones que dificultan la interpretacion de estos resultados. Lo mismo ocurre
para el caso de la mejora en cuanto a biomarcadores antioxidantes y
antiinflamatorios, existiendo un aumento en la expresion de genes de este tipo y
un mejoramiento en el estrés oxidativo e inflamacion. Por otro lado, hay
evidencia de que la dieta suplementada con avellanas no afecta el peso ni la
composicion corporal de forma negativa. Ningun estudio reporta resultados
adversos y eso indica que realizar una dieta que sea suplementada con
avellanas no mantendria efectos negativos y mencionan que son dietas capaces
de perdurar con resultados alcanzables y sostenibles en el tiempo (Brown et al.,

2022).

La literatura de base utilizada, en la cual se describe un efecto protector a partir
de dietas que incorporan frutos secos, especificamente avellana, y con lo cual
han logrado evidenciar una reduccién en los niveles de CT y c-LDL, asi como
generar efectos benéficos en el funcionamiento de los sistemas antioxidantes y
antiinflamatorios, permiten resaltar lo interesante e importante de estudiar el

impacto del consumo de avellana en sujetos con hipercolesterolemia. Por lo
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anterior, se realizd una intervencion intensiva de 6 meses que consistié en una
dieta chilena suplementada con avellana chilena versus una dieta baja en
grasas en sujetos con hipercolesterolemia sin tratamiento farmacoldgico, a los
cuales se les extrajo una muestra de sangre pre y post intervencion. Se
determiné el perfil lipidico y hemograma de estos sujetos, asi como también se
aislaron las PBMC de cada sujeto. Estas ultimas fueron sometidas a analisis de
actividad enzimatica de enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GRd), asi como un
analisis en su expresion génica mediante RT-gPCR para SOD y GRd (pre
intervencion), también se evaludé la producciéon de ROS, medicion de dafio
oxidativo en lipidos mediante la determinacion de MDA, la expresion de IL-10
como citoquina antiinflamatoria y TNF-a como citoquina proinflamatoria en
PBMC mediante RT-gPCR (pre intervencion) y medicion del dafio oxidativo y
nitrosativo en proteinas mediante la cuantificacion de carbonilos y nitrotirosina

por medio de DOT-BLOT.
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1.9. Problemade investigacién

No existen estudios que asocien el efecto beneficioso de la Gevuina avellana en
células mononucleares de sangre periférica y en el perfil lipidico de poblacion

adulta chilena con hipercolesterolemia no tratada farmacolégicamente.

1.10. Preguntade investigacion

¢, Qué diferencias existen en los marcadores de estrés oxidativo e inflamacion de
células mononucleares de sangre periférica y del perfil lipidico en poblacién
adulta chilena con hipercolesterolemia no tratada farmacolégicamente sometido
a una dieta chilena durante 6 meses suplementada con Gevuina avellana versus

otra baja en grasas?

1.11. Hipotesis

Los marcadores de estrés oxidativo e inflamacion en células mononucleares de
sangre periférica y del perfil lipidico mejoran significativamente en sujetos con
hipercolesterolemia que siguen una dieta chilena suplementada con Gevuina

avellana en comparacion con sujetos que siguen una dieta baja en grasas.



53

1.12. Objetivos

1.12.1. Objetivo principal

Comparar los cambios de marcadores de estrés oxidativo e inflamacién en

células mononucleares de sangre periférica y del perfil lipidico en poblacién

adulta chilena con hipercolesterolemia no tratada farmacolégicamente

sometidos a una dieta chilena suplementada con Gevuina avellana versus una

dieta baja en grasas.

1.12.2. Objetivos especificos

Analizar marcadores de estrés oxidativo y capacidad antioxidante en

células mononucleares de sangre periférica pre y post intervencion.

Determinar la expresion de genes de inflamacibn en células

mononucleares de sangre periférica pre intervencion.

Determinar el perfil lipidico en poblacion adulta chilena con
hipercolesterolemia no tratada farmacolégicamente pre y post

intervencion.
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Comparar los marcadores de estrés oxidativo en células mononucleares
de sangre periférica y el perfil lipidico de poblacién adulta chilena no

tratada farmacol6gicamente pre y post intervencion.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de estudio

Estudio experimental aleatorizado mediante una intervencién nutricional en un
periodo de 6 meses donde se formaron dos grupos, el experimental
correspondiente a la dieta chilena alta en grasas suplementada con avellana
chilena y el control definido por una dieta baja en grasas. Orientado para
adultos/as entre 18 y 60 afos. La aleatorizacion fue realizada en bloques
asegurando una distribucion por sexo. El reclutamiento de participantes se
realiz6 mediante la difusion de un afiche digital y fisico donde se invitd a la
participacion voluntaria. Se envié a todos los funcionarios/as y estudiantes de la
Universidad de Concepcién mediante correo institucional y se realizé difusion
por redes sociales. Se realiz6 difusion en diversas asociaciones como
compafias de bomberos, carabineros y centros de salud. Los participantes
completaron un formulario online donde ingresaron datos de nombre, correo
electrénico y numero de teléfono. Se les citdé en dependencias del Laboratorio
Clinico PreveGen en la ciudad de Concepcion, cumpliendo los requisitos de
toma de muestra capilar y bioimpedancia mencionados posteriormente. El

tiempo del reclutamiento fue de 3 semanas.
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Dentro de los criterios de inclusion se contempl6 que fuesen mujeres y hombres
de entre 18 y 60 afios (n=100), con colesterol total (CT) sanguineo esporadico
elevado (> 200 mg/dL) y que presentaran su pase de movilidad habilitado
respecto a la campafia de vacunacion frente al SARS-CoV-2. Respecto a los
criterios de exclusion, los participantes no podian participar si estaban bajo
tratamiento médico asociado a hipercolesterolemia, presentaran enfermedades
sistétmicas como diabetes, hipertension, enfermedad renal o hepatica,
embarazadas, en periodo de lactancia, que un miembro de su hogar o familiar
directo hubiese sido previamente reclutado, presentar alergias a los frutos
secos, tener implante electronico como marcapasos, que no contaran con
acceso a internet movil o wifi dentro de su domicilio y/o que no contaran con los

conocimientos o el apoyo necesario para hacer uso de plataformas digitales.

Los/as participantes que avanzaron a la siguiente etapa fueron aquellos que
luego de la muestra capilar presentaron un CT > 200 mg/dL. Se dispusieron dos
grupos que debian cumplir con los criterios de inclusion y firmar el
consentimiento informado al momento del reclutamiento (Anexo 7.1). Los
grupos se definieron segun la caracteristica de la intervencién nutricional, al
grupo experimental se le asigné el nombre de “grupo avellana” y al grupo control

se le denomin6 como “grupo control” (Figura 2-1).

El grupo avellana siguié una dieta chilena (adaptada desde la MedDiet con
productos chilenos (Tabla 2-1)) la cual fue suplementada con 30 g/dia de

avellana chilena durante los seis meses de intervencién nutricional, ademas de
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actividades de seguimiento nutricional de forma gratuita. La dieta chilena
incorporé un mayor contenido de grasas de tipo AGM y AGPI, ademas de fibra
dietaria, micronutrientes como potasio y magnesio y polifenoles aportados desde
la avellana chilena. Por otro lado, el grupo control basé su dieta en lo dispuesto
por la norma técnica de dislipidemia del MINSAL. Se elaboré junto allla
participante un plan de alimentacién que incluyo en la medida de lo posible los
alimentos que consume habitualmente, que estuvieran disponibles localmente y
que fueran econémicamente accesibles. Se mantuvo actividades de seguimiento
nutricional con el objetivo de adoptar un patron dietario de una dieta baja en
grasas (calorias a partir de las grasas fue menor al 30% de la energia total,
basado en GMI y GPI preferentemente (Tabla 2-2) (Estruch et al.,, 2013;

MINSAL, 2018)).

Todos los procedimientos del estudio se realizaron bajos los estandares éticos
establecidos en la Declaracion de Helsinki de 1975, revisada en 1983. Observa
los principios rectores de la Universidad de Concepcion, los cuales estan
delineados en la Declaracién de Singapur sobre la Integridad en la Investigacion
(2010), segun Resolucion Exenta N°157 del 24 de enero del 2013, de la
Comision Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnologica — CONICYT,
adoptados por la Agencia Nacional de Investigacién y Desarrollo — ANID del
Ministerio de Ciencia, Tecnologia, Conocimiento e Innovacion del Gobierno de
Chile (lo anterior certificado por el Comité de Etica, Bioética y Bioseguridad de la

Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo de la Universidad de Concepcion,
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CEBB 530-2019-M). Los participantes del proyecto de intervencién nutricional
PRODICHI (Proyecto de Dieta Chilena), debieron firmar el respectivo
consentimiento informado, aprobado por parte del Comité Etico Cientifico del

Servicio de Salud de Concepcion.
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Pre-reclutamiento
(n =235)

Excluidos (n = 114)
|. No cumplen criterios de
inclusion/exclusién (n = 774)

Reclutamiento CT
elevado
(n=121)

> Excluidos (n=15)
I. No cumplen CT elevado (n=15)

Inlcuido en estudio
(n=106)

Aleatorizado
(n=106)

Distribucién
|. Grupo Avellana (n = 53)
Il. Grupo Control (n = 53)

> Desercion (n = 25)

Finalizan estudio (n = 87)
I. Grupo Avellana (n = 47)
Il. Grupo Control (n = 34)

Figura 2-1. Representacion en diagrama de flujo del reclutamiento de las/os

participantes del estudio.

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 2-1. Caracteristicas nutricionales del grupo avellana.

Segun gasto energético basal y factores

Calorias

de actividad fisica
Grasa total 40 % del total de la energia
Colesterol <300 mg/dia
Proteinas 13 % del total de energia
Carbohidratos 40 — 45 % del total
Sodio <2,4 g/dia
Azlcares <10 % calorias totales
Fibra dietética 30 — 35 g/dia
Agua >2 litros diarios

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 2-2. Resumen tratamiento nutricional para la hipercolesterolemia,

caracteristicas nutricionales grupo control.

Segun gasto energético basal y factores

Calorias

de actividad
Grasa total <30 % del total de la energia
Colesterol <300 mg/dia
Proteinas 15 % del total de energia
Carbohidratos 45 — 55 % del total
Sodio <2,4 g/dia
Azlcares <10 % calorias totales
Fibra dietética 20 — 35 g/dia (10 a 25 g soluble)
Agua >2 litros diarios

Fuente: Confeccionado desde (MINSAL, 2018).
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2.1.1. Tamaio muestral

Segun Perna, Perna et al. (Perna et al., 2016), donde se revisaron nueve
ensayos clinicos teniendo 425 participantes, sobre el consumo de avellanas y
lipidos en sangre, existen distintos disefios de estudios que se basan en una
dieta de 30 — 86 g/dia de avellanas y la duracion de estos iban desde los 28 —
84 dias (repitiéndose mas veces 56 y 84 dias). El tamafio muestral de estos
estudios van de 15 a 107 participantes. Dentro de estos, la base para el calculo
de la muestra fue el estudio de Tey, et al. (2013), donde realizaron dos estudios
paralelos controlados aleatorizados de 84 dias con 35 participantes
aproximadamente por grupo intervenido y 30 — 60 g/dia de suplemento de
avellana. Determinaron el tamafio muestral asumiendo una deteccion de 0,32
mmol/L o mas de CT, asumiendo una desviacion estandar (SD, Standard
Deviation) de 0,70 y una correlacién entre las mediciones de referencia y de
seguimiento de 0,80. Se tenia en cuenta una tasa desercién del 20%, en base a
esto, necesitamos reclutar aproximadamente 50 participantes por grupo, dando
un total de 100 participantes totales (Tey et al., 2013). Este dato de participantes
esta relacionado con datos propios obtenidos a través de intervenciones
nutricionales realizadas en sujetos con dislipidemia donde se puede observar

una reduccioén en el CT.
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2.2. Variables biosociodemograficas y antropométricas

La aplicacion de encuestas y medicion de variables antropométricas fue
realizada por profesionales nutricionistas capacitadas y siguiendo protocolos
estandarizados (Cardozo et al., 2016; Ramén et al., 2009). La recomendacion
indicada a los/as participantes fue mantener un ayuno de por lo menos 8 H, no
haber bebido liquidos 2 H antes de la toma de muestra y no haber realizado
actividad fisica intensa durante las 48 H previas a la visita de elegibilidad

(Martorell et al., 2015).

Se aplicé una encuesta de caracterizacion biosociodemogréfica (Anexo 7.2),

que incluyo6 variables de sexo, edad y nivel educacional.

Dentro de las variables antropométricas medidas estaban el peso corporal que
fue determinado mediante una balanza marca Tanita modelo RBF 300 A, la
estatura por medio de un tallimetro portatil marca Seca modelo 213, se realiz6 el
célculo del IMC (kg/m?), la medicién de circunferencia de cintura (CC) se realiz
mediante una cinta métrica inextendible graduada en centimetros marca Seca
modelo 20 y la clasificacion del porcentaje (%) de grasa corporal por medio de

impedancia bioelétrica usando la balanza Tanita modelo TDF 300.
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2.3. Obtencion muestra sanguinea

La obtenciébn de la muestra sanguinea fue ejecutada por parte de una
profesional de enfermeria y la recomendacion indicada a los/as participantes fue
mantener un ayuno minimo de 8 H, no haber bebido liquidos 2 H antes de la
toma de muestra y no haber realizado actividad fisica intensa durante las 48 H

previas a la visita de elegibilidad (Martorell et al., 2015).

Se realizé una medicion capilar de CT usando el dispositivo Accutrend plus para
realizar un screening y seleccionar aquellos/as que tenian el CT elevado, donde
s6lo ellos pasaron a la siguiente etapa. A cada participante que tenia el CT
elevado, se les extrajo 40 mL de sangre, manteniendo las muestras frias en
hielo luego de su extraccion. Las muestras fueron recolectadas en tubos
vacutainer de color lila que contenian anticoagulante EDTA (&cido

etilendiaminotetraacético).

2.4. Perfil lipidico sérico y hemograma

El Laboratorio Clinico PreveGen realiz6 para cada muestra la determinacion de
un hemograma completo mediante un contador hematolégico automatizado
(Analizador Hematolégico DF 52 (DYMIND)) y una medicion del perfil lipidico

que incluyé CT, c-HDL y TG mediante colorimetria (Bioassays 240 Plus, Snibe).
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Para la estimacion de c-LDL se utilizo la férmula de Friedewald (Friedewald et

al., 1972).

2.5. Aislamiento de PBMC (células mononucleares de sangre

periférica) desde muestra sanguinea

Para la obtencién de las PBMCs, se us6 una adaptacion del método descrito por
Boyum, A. (Boyum, 1964). En un tubo falcon de 50 mL se afiadieron 12 mL de
Ficoll (Ficoll Paque Plus), luego se agregaron 18 mL de sangre de forma lenta
escurriendo por la pared del tubo sobre el Ficoll. Se realiz6 una centrifugacion a
900 ¢g/2200 rpm por 30 min a temperatura ambiente, con aceleracion y
desaceleracion lenta. Se obtuvo el anillo de PBMCs, se extrajo mediante uso de
pipeta Pasteur y se afiadi6 a un nuevo tubo falcon de 50 mL. Se agregdé PBS
(8,0 g de NaCl, 0,2 g de KCI, 0,923 Na;HPO4 y 0,2 g KH2PO4 en 1 L de agua
destilada, ajustando pH a 7,4) hasta completar el tubo. Se centrifugd
nuevamente a 900 @/2200 rpm por 10 minutos a 4°C. Se descartd el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 18 mL de PBS. Este volumen se
distribuy6 en 3 partes, los primeros 6 mL de PBMC fueron afadidos a un tubo
falcon de 15 mL, destinado a resuspension con trizol (TRI Reagent®), otros 6 mL

se agregaron a tubo falcon de 15 mL para ser resuspendido en agua destilada.
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Los 6 mL faltantes se mantuvieron en el tubo falcon de 50 mL para ser

resuspendidos en RIPA.

2.6. Determinacion de la produccion de especies reactivas de oxigeno

(ROS) en PBMC (células mononucleares de sangre periférica)

Desde la muestra de 6 mL destinada a resuspensiéon con agua destilada se
extrajo, para cada muestra, una alicuota de 150 pL para realizar la
determinacién de ROS por triplicado. Se recogieron 50 uL de PBMC y fue
afiadida al pocillo respectivo de la microplaca de 96 pocillos UV para
fluorescencia. La determinacion de la produccion de ROS se realiz6 utilizando
tres activadores diferentes de los cuales se tuvo ZA 1 mg/mL (1 mg/mL de PBS),
también LPS de E. coli 100 pg/mL (1 mg/mL en PBS, dilucion 1/10) y finalmente
PMA 10 ng/mL (1 mg/mL en DMSO, diluciéon 1/100000), afiadiendo 50 pL de
cada uno. Finalmente se afadi6 la sonda fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceina
diacetato (DF) 30 pL/mL (1 mg/mL en etanol, diluciébn 30 pL/mL de medio de
Hanks). La lectura se realiz6 en fluorimetro Biotek Synergy 2 mediante software
Genb5 a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y una longitud de onda de
emision de 540 nm. Se determind la pendiente maxima de cada curva de

cinética (Cap0 et al., 2015).
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2.7. Determinacion de la actividad enzimatica de enzimas
antioxidantes en PBMC (células mononucleares de sangre

periférica)

Los 6 mL destinados a resuspension con agua para determinar actividad
enzimatica fueron centrifugados a 900 g/2200 rpm por 10 minutos a 4 °C, se
descarté el sobrenadante y resuspendiéo en 2 mL de agua destilada. Muestras
fueron sonicadas a 50 — 60 Hz por 30 minutos, finalmente se resuspendio el
pellet y se alicuoté 1 mL en cada tubo eppendorf. Fueron almacenadas a — 80
°C. La actividades enzimaticas fueron determinadas en equipo Biotek Synergy 2
mediante software Gen5. Se determind la pendiente maxima de cada curva de

cinética.

2.7.1. Determinacion actividad enzimatica de superdoxido dismutasa

(SOD) en PBMC (células mononucleares de sangre periférica)

En cada pocillo de la microplaca de 96 pocillos de plastico, se afiadio 136 L de
la mezcla de Buffer potasico, xantina y citocromo C (10 mL de xantina (0,076 g
de xantina en 100 mL de NaOH 0,01 M), 100 mL de citocromo C (0,248 g de
citocromo C en 100 mL de buffer potasico 50 mM, EDTA 0,1 mM pH 7,8 (7,938

g KoHPOg4, 0,68 g KH2PO4 y 0,37 g EDTA en 1 L de agua destilada))). Se
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incorporaron 10 pL de PBMC. Finalmente se afadieron 5 pL de xantina oxidasa
(2 yuL de xantina oxidasa en 100 uL de buffer potasico). La lectura se realizé a

una longitud de onda de 550 nm. (Flohe, 1984).

2.7.2. Determinacion actividad enzimatica de catalasa (CAT) en PBMC

(células mononucleares de sangre periférica)

En cada pocillo de microplaca de 96 pocillos de cuarzo, se afiadid6 100 pL de
Buffer fosfato (4,26 g NaxHPOg4, se aflade 1 L de agua destilada, pH 7,0). Se
adicion6 1 pL de PBMC. Finalmente se agregaron 50 uL de H202 30 mM (340
uL de H>O2 X% en 100 mL de buffer fosfato). Previo a la lectura se realizé una
incubacion durante 3 min a 37 °C en oscuridad. La lectura se realizé a una

longitud de onda de 260 nm (Aebi, 1984).

2.7.3. Determinacion actividad enzimatica de glutation reductasa (GRd)

en PBMC (células mononucleares de sangre periférica)

En cada pocillo de microplaca de 96 pocillos de plastico, se afiadié 138 uL de
Buffer fosfato 200 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0 (17,08 g Na:HPO4, 11,36 ¢

NaH2POg4, 0,37 g EDTA en 1 L de agua destilada, pH 7,0). Se agregaron 5 uL de
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GSSG 65,3 mM (0,04 g GSSG en 1 mL de agua destilada). Se afadieron 5 pL
de PBMC. Finalmente se incorporaron 2,5 pL de NADPH (0,04 g NADPH en 1
mL de buffer fosfato). La lectura se realiz6 a una longitud de onda de 339 nm

(Goldberg, 1984).

2.8. Cuantificacion de MDA (malondialdehido) como marcador de
dafio oxidativo y nitrosativo en lipidos en PBMC (células

mononucleares de sangre periférica)

En tubo eppendorf se afiadieron 650 pL de reactivo 1 (63,9 mg de 1-metil-2-
fenilindol en 30 mL de acetonitrilo, luego diluido en razén 1:3 con metanol 100%;
10 mL de metanol 100% + 30 mL de reactivo 1). Se afiadieron 200 pL de PBMC
resuspendidas en agua destilada. Se realizé vortex por 3 — 4 s y se afadieron
150 pL de HCI 12 N bajo campana, luego se aplic6 un vortex. Se realizo
incubacion por 3 H a 45°C y se enfrié en hielo por 10 min. Se centrifug6 a 15000
g por 10 min y se alicuoté 200 uL de sobrenadante en la microplaca de 96
pocillos para la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 568 nm. Se
confeccion6 una curva patron de concentraciones 0 uM, 5,0 uM, 10,0 uM y 15,0

UM para la cuantificaciéon de MDA en muestras de PBMC (Cap6 et al., 2015).



70

2.9. Determinacion del dafio oxidativo y nitrosativo de proteinas en
PBMC (células mononucleares de sangre periférica) mediante

DOT-BLOT

Los 6 mL de muestra de PBMC fueron centrifugados a 900 g/2200 rpm para
luego descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 400 puL de RIPA (1X)
(RIPA (5X): 12,5 mL buffer Tris/HCI 1 M, pH 8,0, 2,2 g NaCl, 2,5 g IGEPAL, 1,25
g acido deoxicdlico, 2,5 mL SDS 10% (0,3 g en 3 mL agua destilada), enrasar a
50 mL agua destilada) y finalmente fueron alicuotadas en eppendorf. Para la
determinacion de dafio oxidativo y nitrosativo, se determiné la concentraciéon de
proteinas mediante el método de Pierce (Pierce BCA Protein assay Kkit,

Thermofisher).

2.9.1. Determinacion de carbonilos en proteinas de PBMC (células

mononucleares de sangre periférica) mediante DOT-BLOT

Se utilizé el kit basado en un método de inmunoensayo OxiSelect™ Protein
Carbonyl Immunoblot Kit (Cell Biolabs, INC) para carbonilos. Se hizo uso de una
membrana PVDF que fue activada en metanol 100% por 15 s, luego sumergida
en agua destilada por 15 minutos y montada en sistema de DOT — BLOT

HYBRI-SLOT™ MANIFOLD (Life Technologies, INC). Se afadieron 10 pug de
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proteinas de cada muestra, se realiz6 succion con sistema de vacio, se afiadié
50 uL de agua destila y se volvié a realizar succion con sistema de vacio. Se
realiz6 proceso de derivatizacion con 20 mL de TBS 20% metanol (3,2 mL TBS
(5x), 12,8 mL agua destilada y 4 mL metanol 100%) por 10 minutos, luego se
lavé la membrana con 20 mL de HCI 2N por 5 minutos. Membrana fue incubada
con 20 mL de DNPH (1x) disuelto en HCI 2N (2 mL DNPH (10x) en 18 mL de
HCI 2N) por 5 minutos. Se realizaron 7 lavados de membrana con 20 mL de HCI
2N cada uno por 5 minutos y finalmente se lavo la membrana 5 veces con 20
mL de metanol:agua destilada (50:50) cada uno por 5 minutos. El bloqueo de la
membrana se realiz6 con 45 mL de TBS-T 5% leche en polvo toda la noche
(TBS: 24 g Tris, 88 g NaCl en 900 mL de agua destilada, ajustar pH a 7,6 y
llevar a 1 L (solucién 10X); TBS-T 1X: 200 mL TBS (5X), 1 g 0 900 pyL Tweeny
aforar a 1 L de agua destilada; TBS-T 5% leche en polvo: 2,25 g leche en polvo,
45 mL TBS-T 1X). Se realiz6 lavado 6 veces con 20 mL de TBS-T por cada
lavado y luego se realizo incubacién de la membrana con anticuerpo primario
(Ac 1°) anti-DNP de conejo diluido 1:4000 al 5% BSA y 0,005% NaNs por 2 H
(30 mL TBS-T, 1,5 g BSA, 15 mg NaNs y 7,5 pL Ac 1°). Se realizaron 6 lavados
con 20 mL de TBS-T cada uno por 5 minutos. Se realizd incubacion con
anticuerpo secundario (Ac 2°) anti-conejo—HRP (Horsedarish peroxidase) diluido
1:10000 5% leche en polvo por 1 H (40 mL TBS-T, 2,0 g leche en polvoy 4 uL
Ac 2°). Se realizaron 6 lavados con 20 mL de TBS-T por 5 min cada uno.

Finalmente, el revelado se realiz6 con luminol (1 mL peroxidasa + 1 mL luminol,
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SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, ThermoScientific)
por 5 min en oscuridad y luego fue leido en equipo C-DiGit® Blot Scanner con

software Image Studio™ Lite.

2.9.2. Determinacion de nitrotirosina en proteinas de PBMC (células

mononucleares de sangre periférica) mediante DOT-BLOT

Se empled el kit basado en un método de inmunoensayo OxiSelect™
Nitrotyrosine Immunoblot Kit (Cell Biolabs, INC) para nitrotirosina. Se utilizé una
membrana PVDF que fue activada en metanol 100% por 15 s, luego sumergida
en agua destilada por 15 minutos y montada en sistema de DOT — BLOT
HYBRI-SLOT™ MANIFOLD (Life Technologies, INC). Se afiadieron 150 ug de
proteinas de cada muestra, se completd volumen a 100 pL con agua destilada y
luego se realiz6 succion en sistema de vacio. Se realiz6 el bloqueo de la
membrana con 45 mL de TBS-T 5% en leche en polvo toda la noche (TBS: 24 ¢
Tris, 88 g NaCl en 900 mL de agua destilada, ajustar pH a 7,6 y llevar a 1 L
(solucion 10X); TBS-T 1X: 200 mL TBS (5X), 1 g 0 900 uL Tween y aforara 1 L
de agua destilada; TBS-T 5% leche en polvo: 2,25 g leche en polvo, 45 mL TBS-
T 1X). Se realizaron 6 lavados con 30 mL de TBS-T por 5 min cada uno. Se
realizd incubacién con anticuerpo primario anti-nitrotirosina de conejo diluido

1:1000, 5% BSA, 0,005% NaNs (15 mL TBS-T, 0,75 g BSA, 7,5 mg NaNs, 15 pL
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Ac 1°) por 2 H para determinacion de nitrotirosina. Se realizaron 6 lavados con
30 mL de TBS-T por 5 min cada uno. La segunda incubacién con el anticuerpo
secundario anti-conejo—HRP (Horsedarish peroxidase) diluido 1:1000 5% leche
en polvo (15 mL TBS-T, 0,75 g leche en polvo, 15 uL Ac 2°) se realizé por 1 H.
Fueron realizados 6 lavados con 30 mL de TBS-T por 5 min cada uno.
Finalmente, el revelado se realiz6 con luminol (1 mL peroxidasa + 1 mL luminol,
SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, ThermoScientific)
por 5 min en oscuridad y luego fue leido en equipo C-DiGit® Blot Scanner con

software Image Studio™ Lite.

2.10. Aislamiento de ARN en PBMC (células mononucleares de sangre

periférica)

Muestras destinadas a resuspender en trizol fueron centrifugadas a 900 g/2200
rom por 10 minutos a 4 °C, se descartd el sobrenadante y el pellet, bajo
campana, fue resuspendido en 1 mL de trizol, siendo alicuotado en un
eppendorf. En mismo tubo eppendorf se afiadieron 200 pL de cloroformo
homogenizando vigorosamente. Se incubaron por 3 a 5 min a temperatura
ambiente, luego se centrifugaron a 12000 g por 15 min a 4 °C. Se separ0 la fase
acuosa en un tubo eppendorf nuevo. Se afadieron 500 pL de isopropanol a fase

acuosa recuperada y se homogenizd por inversion de forma suave. Se incub6
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por 10 min a temperatura ambiente y se centrifugé a 12000 g por 10 min a 4 °C.
Se descart6 el sobrenadante y dej6é secar los restos de alcohol por 3 min. Se
afadio 1 mL de etanol 75% y se resuspendid por inversidon suave. Se realiz6
centrifugacién a 7500 g por 5 min a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y se dej6

secando por toda la noche. Fueron almacenadas a — 20 °C.

2.11. Determinacion de expresion de genes de enzimas antioxidantes y
biomarcadores de inflamacién en PBMC (células mononucleares

de sangre periférica) mediante RT-gPCR

El ARN almacenado a — 20 °C fue resuspendido en 20 yL de agua libre de
ARNasa. Para realizacién de transcripcion reversa (RT) se tomaron 5 pL de
muestra, se le afladieron 3 uL de random primers 100 ng/uL y finalmente se
incorporaron 6,2 uL de agua libre de ARNasa. Se realizé una incubacion a 65 °C
por 5 min y luego se dejo enfriar a temperatura ambiente por 10 min. Se
agregaron 2 pL Buffer 10X, 2 uL DTT, 0,8 pL dNTPs (25 uL de dATP, 25 uL de
dGTP, 25 pyL de dTTP y 25 pyL de dCTP) y 1 pL de transcriptasa reversa. Se
realizd incubacién a 25 °C por 10 min, luego se mezcl6 y se dejé a 55 °C por 1
H. Finalmente, se realiz6 incubacion a 70 °C por 15 min. Se dejaron
almacenadas a — 20 °C. La expresion de genes (Tabla 2-3) fue analizada

mediante gq-PCR, la cual se realiz6 utilizando el reactivo PowerTrack™ SYBR™
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Green Master Mix. Se afiadié 1 uL de muestra de ADN en la microplaca para
PCR, luego se afiadié 19 pL de la mezcla master mix (10 pL Buffer 2X, 0,8 pL
del primer forward (400 ng final) y 0,8 pL del primer reverse (400 ng final). Se
complet6 con 7,4 uL de agua libre de ADNasa). Se utilizé el equipo PCR Applied
FAST 7500 configurado con un ciclo de 95 °C por 2 min y luego 40 ciclos de 95
°C por 5 sy 60 °C por 30 s. Para la determinacion de la curva de melting, se

configuré a 95 °C por 15 s, 60 °C por 1 min y rampla 1% 95 °C por 15 s.



Tabla 2-3. Lista de secuencia de primers y condiciones.
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Primers genes enzimas antioxidantes

Gen Primer Condiciones Referencia
95°C 120s
Fw: 5-TTTGGCTACTTTGAGGTCAC-3’
CAT 95 °C 5s
Rv: 5-TCCCCATTTGCATTAACCAG-3’
60 °C 30s
(Capo et al., 2015)
Fw: 5-TCAGGAGACCATTGCATCATT-3 95°C  120s
SOD 95 °C 5s
Rv: 5-CGCTTTCCTGTCTTTGTACTTTCTTC-3’ o
60 °C 30s
° (Cap6, Martorell,
Fw: 5-TTCCCGTGCAACCAGTTTG-3’ 95°C 120s
GRd 95 °C 5s Busquets-Cortés, et al.,
Rv: 5-TTCACCTCGCACTTCTCGAA-3’ R
60 °C 30s
2016)
Primers genes inflamatorios
Gen Primer Condiciones Referencia
Fw: 5-AGAACCTGAAGACCCTCAGGC-3’ 95°C  120s
IL-10 95 °C 5s
Rv: 5-CCACGGCCTTGCTCTTGTT-3 60 °C 30's (Cap6, Martorell,
Fw:  5-CCCAGGCAGTCAGATCATCTTCTCGGAA3 00 C 120s  Sureda, etal, 2016)
TNF-a 95 °C 5s
Rv: 5-CTGGTTATCTCTCAGCTCCACGCCATT-3 60°C 305

Primers gen de referencia

Gen Primer Condiciones
Fw: 5 ATTGCCGACAGGATGCAGAA-3’ 95°C 120s

B-Actina 95 °C 5s
RV 5-GCTGATCCACATCTGCTGGAA-3 60°C  30s

Fw, forward; Rv, reverse; s, segundos.
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2.12. Anélisis estadistico

La caracterizacion respecto a los datos poblacionales se presentd como
promedio y error estandar de la media (SEM) para las variables continuas y en
porcentaje para las variables categoricas. Se aplicé la prueba de Shapiro-Wilks
para la evaluacién de la distribucion normal de los datos experimentales. La
significaciéon estadistica de los datos, p < 0,05, se evalu6 mediante un analisis
de varianza (ANOVA) de dos factores (tiempo de intervencion (T) y grupo
experimental (G)) con su respectivo analisis post-hoc DMS. Los conjuntos de
datos en los que hubo una interaccion significativa entre los factores analizados
se probaron mediante ANOVA de 1 factor. Para el analisis de factores no
paramétricos se realiz6 la prueba de Mann-Whitney y para factores paramétricos
la prueba T-student. Los resultados se analizaron mediante el paquete

estadistico SPSS version 24 (SPSS Inc., Chicago, lllinois).
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3. RESULTADOS

En cuanto a los resultados obtenidos sobre las caracteristicas generales de las y
los participantes del estudio, se presentan segun el tipo de intervencion

(avellana y control) y se describen en la Tabla 3-1.

Respecto a las variables antropométricas expuestas en la Tabla 3-2, se observo
gue no hubo diferencias significativas de las variables peso, %grasa, IMC y CC,
en ningun grupo experimental entre inicio y final de la intervencion. Por otro
lado, se observo una diferencia estadisticamente significativa en la talla entre

grupos (p = 0,003).

En la Tabla 3-3 se representa el perfil lipidico de las y los participantes.
Respecto a este, se observd un aumento significativo de HDL en los dos grupos
experimentales comparando los tiempos pre y post-intervencion (T, p = 0,034),
aumentando 6,8 mg/dL en el control y 6,5 mg/dL en el grupo avellanas. En los

parametros de CT, TG y LDL no se observé ninguna diferencia significativa.
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Tabla 3-1. Caracteristicas de la poblacién de estudio.

Grupo Avellana Grupo Control Global
n 47 34 81
Edad 395+12,2 38,8+12,2 39,6 +12,1
Sexo (%)
Mujer 53,1 67,6 59,3
Hombre 46,8 32,4 40,7
Nivel educacional (%)
Basica incompleta 0 0 0
Basica completa 0 8,8 3,7
Técnica superior incompleta 0 0 0
Técnica superior completa 19,1 20,6 19,8
Universitaria incompleta 10,6 29,4 18,5
Universitaria completa 42,6 20,5 33,3
Postgrado 27,7 20,6 24,7

Datos presentados como promedio y SEM para variables continuas y como % para
variables categoéricas.

Fuente: Elaboracién propia.



Tabla 3-2. Andlisis estadistico de variables antropométricas en funcion del grupo

y tiempo de intervencion.

ANOVA

Grupo Inicio Final T G TxXG

Peso (kg) Control 75,1 + 29 739 + 29
0,835 0,450 0,799

Avellana 76,4 + 24 766 = 23

Talla (cm) Control 162,0 + 2,0 162,0 + 2,0
1,000 0,003 1,000

Avellana 166,0 + 1,0 166,0 = 1,0*

Grasa (%) Control 328 + 15 33,1 + 15
0,940 0,262 0,850

Avellana 314 + 13 313 + 14

IMC (kg/cm?) Control 285 + 09 280 = 0,9
0,805 0,356 0,745

Avellana 275 + 0,7 276 =+ 0,7

CC (cm) Control 93,7 + 25 913 = 24
0,555 0,766 0,575

Avellana 93,2 + 19 931 + 1,8

Datos presentados como promedio y SEM. Andlisis estadistico: ANOVA dos factores, p
< 0,05; ANOVA un factor, p < 0,05. T factor tiempo intervencion, G factor grupo
experimental, TxG interaccion entre factor tiempo y grupo. (*) indica diferencia
significativa respecto al grupo control y (#) indica diferencia significativa respecto al
inicio de intervencion.

Fuente: Elaboracién propia.

80
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Tabla 3-3. Analisis estadistico del perfil lipidico segun grupo y tiempo de intervencion.

ANOVA

Grupo Inicio Final T G TXG

Colesterol Total (mg/dL) Control 2390 = 6,0 2420 + 6,0
0,542 0,105 0,816

Avellana 2470 + 5,0 2520 = 5,0

Triglicéridos (mg/dL) Control 164,0 +* 11,0 1740 + 120
0,903 0,323 0,466

Avellana 161,0 + 11,0 154,00 + 11,0

LDL (mg/dL) Control 1480 +* 6,0 1410 = 6,0
0,425 0,073 0,760

Avellana 1570 + 5,0 1540 = 6,0

HDL (mg/dL) Control 59,0 + 33 658 =+ 472
0,034 0,862 0,957

Avellana 586 + 20 651 + 3,0

Datos presentados como promedio y SEM. Analisis estadistico: ANOVA dos factores, p < 0,05; ANOVA un
factor, p < 0,05. T factor tiempo intervencion, G factor grupo experimental, TxG interaccion entre factor
tiempo y grupo. (*) indica diferencia significativa respecto al grupo control y (#) indica diferencia significativa
respecto al inicio de intervencion.

Fuente: Elaboracion propia.
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En cuanto al recuento de las células mononucleares del hemograma, estos
datos se presentan en la Tabla 3-4. En ella podemos observar que hubo
aumentos significativos en linfocitos (T, p = 0,046), monocitos (T, p = 0,049) y
PBMC (T, p = 0,040), al final de la intervencion respecto al inicio. No hubo
diferencias entre grupos. Respecto a eosindfilos y basofilos, no hubo diferencias

estadisticamente significativas.

En los analisis de produccion de ROS expuestos en la Figura 3-1, se observo
una interaccién significativa entre tiempo de intervencion y grupo experimental al
activar las PBMC con LPS (TxG, p = 0,047). El grupo control disminuyo
significativamente la produccion de ROS debido a la intervencién, lo cual no se
observé en el grupo avellana. Respecto a la activacion de PBMC mediante
Zymosan A, se observo una disminucién en los dos grupos por el tratamiento (T,
p < 0,001), que para el grupo avellana fue de un 43,1%, mientras que en el
grupo control fue de un 57,9%. No hubo diferencias entre grupos. Para la
activacion de PBMC mediante PMA, se observo un aumento en la produccién de
ROS por efecto tratamiento (T, p < 0,001), el cual fue de un 51,2% en el grupo

control y de 30,1% en el grupo avellana. No se registré otras diferencias.

Para el analisis de las actividades de enzimas antioxidantes presentado en la
Figura 3-2, se evidencid un aumento estadisticamente significativo en la
actividad enzimatica de SOD (T, p = 0,023) y CAT (T, p = <0,001), provocado

por el tiempo de intervencidon en los dos grupos experimentales. Para SOD el
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aumento fue de 44,0% en el grupo avellana y de 56,9% para el grupo control,
por otro lado, para CAT los aumentos fueron de 118,3% y 181,4%,
respectivamente. No hubo diferencias entre grupos y respecto a GRd, no se

observaron diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 3-4. Analisis estadistico del recuento de células mononucleares de sangre

periférica obtenido desde hemograma.

ANOVA

Grupo Inicio Final T G TxG

Linfocitos (mm?3) Control 2053,0 * 104,0 2216,0 = 105,0
0,046 0,078 0,760

Avellana 1855,0 + 84,0 2076,0 = 89,0

Monocitos (mm?3) Control 353,00 + 26,0 373,0 + 18,0
0,049 0,110 0,378

Avellana 307,0 + 16,0 360,0 =+ 15,0#

Eosindfilos (mm3® Control 1680 *+ 16,0 1650 =+ 17,0
0,690 0,940 0,795

Avellana 1720 + 250 158,00 + 19,0

Baséfilos (mm?3) Control 435 * 3.2 446 + 35
0,336 0,131 0,199

Avellana 428 + 29 352 + 35

PBMC (mm?) Control 2618,0 + 115,0 2799,0 + 1150
0,040 0,052 0,734

Avellana 2377,0 + 94,0 26290 += 96,0

Datos presentados como promedio y SEM. Andlisis estadistico: ANOVA dos factores, p < 0,05;

ANOVA un factor, p < 0,05. T factor tiempo intervencién, G factor grupo experimental, TxG

interaccion entre factor tiempo y grupo. (*) indica diferencia significativa respecto al grupo

control y (#) indica diferencia significativa respecto al inicio de intervencion.

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 3-1. Produccién de ROS en PBMC mediante activacion con Zymosan A, LPS y PMA pre

y post intervencion.

PBMC estimuladas con concentraciones fijas de Zymosan A (1 mg/mL), LPS (100 pg/mL) y PMA (10
ng/mL), donde se determiné la produccién de especies reactivas del oxigeno. Datos presentados
como promedio y SEM. Analisis estadistico: ANOVA dos factores, p < 0,05; ANOVA un factor, p <
0,05. T factor tiempo intervencion, G factor grupo experimental, TXG interaccion entre factor tiempo y
grupo. (*) indica diferencia significativa respecto al grupo control, (#) indica diferencia significativa
respecto al inicio de intervencion, (a;b) igualdad de letras indica no diferencias entre factores tiempo y
grupo.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 3-2. Determinacién de la actividad enziméatica de SOD, CAT y GRd en PBMC pre y post
intervencion.

Cuantificacion de la actividad enzimatica de enzimas antioxidantes SOD, CAT y GRd en PBMC donde de
determind la absorbancia de los compuestos citocromo C (SOD), peroxido de hidrogeno (CAT) y NADPH (GRd).
Datos presentados como promedio y SEM. Analisis estadistico: ANOVA dos factores, p < 0,05; ANOVA un
factor, p < 0,05. T factor tiempo intervencion, G factor grupo experimental, TxG interaccion entre factor tiempo y
grupo. (*) indica diferencia significativa respecto al grupo control, (#) indica diferencia significativa respecto al
inicio de intervencion, (a;b) igualdad de letras indica no diferencias entre factores tiempo y grupo.

Fuente: Elaboracién propia.
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Respecto a la determinacion de MDA (Figura 3-3), hubo una interaccion
significativa entre tiempo de intervencion y grupo experimental (TxG, p = 0,021).
Al final de la intervencién los niveles de MDA disminuyeron significativamente
debido al tratamiento, 2,9 veces en el grupo avellana y 1,9 veces en el grupo

control.

En cuanto a la determinacion de dafio oxidativo y nitrosativo en proteinas
mediante DOT — BLOT descrito en la Figura 3-4, se observd que en el
porcentaje de nitrotirosina no hubo cambios significativos entre grupos y
periodos de tiempo. Respecto al porcentaje de carbonilos, se observd una
diferencia significativa respecto al factor de tiempo de intervencion (T, p <
0,001), donde el grupo control presentdé una disminucion del 51,8% y el grupo

avellana de un 54,3%. No hubo diferencias significativas entre grupos.

En cuanto a la caracterizacion de la expresion de genes en PBMC pre-
intervencién expuestos en la Figura 3-5, se observa una agrupacion de los
valores de -ACt en el grupo avellana y control, tanto para los genes indicativos
de estrés oxidativo como los asociados a inflamacion. Al comparar entre grupos,
en la Tabla 3-5 podemos ver que no existen diferencias significativas en cuanto
la expresion de genes, excepto en el caso de la IL-10, donde existe una

diferencia en el grupo avellana de 1,1 veces (p = 0,017) con respecto al control.
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Figura 3-3. Determinacion de la concentracion de MDA como marcador de dafio
oxidativo en lipidos en PBMC pre y post intervencion.

Cuantificacion de MDA mediante técnica colorimétrica en PBMC pre y post
intervencion. Datos presentados como promedio y SEM. Andlisis estadistico: ANOVA
dos factores, p < 0,05; ANOVA un factor, p < 0,05. T factor tiempo intervencion, G
factor grupo experimental, TxG interaccién entre factor tiempo y grupo. (*) indica
diferencia significativa respecto al grupo control, (#) indica diferencia significativa
respecto al inicio de intervencion, (a;b) igualdad de letras indica no diferencias entre
factores tiempo y grupo.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 3-4. Determinacion de dafio oxidativo y nitrosativo (% de N-TYR y CO) mediante DOT-BLOT
en PBMC prey post intervencion.

Determinacion del % de nitrotirosina (N-TYR) y carbonilos (CO) mediante inmunoensayo DOT-BLOT en
PBMC pre y post intervencion. Datos presentados como promedio y SEM. Analisis estadistico: ANOVA
dos factores, p < 0,05; ANOVA un factor, p < 0,05. T factor tiempo intervencion, G factor grupo
experimental, TxG interaccion entre factor tiempo y grupo. (*) indica diferencia significativa respecto al
grupo control, (#) indica diferencia significativa respecto al inicio de intervencion, (a;b) igualdad de letras
indica no diferencias entre factores tiempo y grupo.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 3-5. Caracterizacién de la expresion de genes de estrés oxidativo e
inflamacioén en PBMC de poblacion de estudio pre-intervencion.

Determinaciéon de la expresién de genes de estrés oxidativo e inflamacion mediante
técnica de RT-gPCR en PBMC pre-intervencion. Se grafico la distribucion de la
poblaciéon en general respecto a cada gen analizado, siendo GRd SOD y CAT para
marcadores de estrés oxidativo y TNF-a e IL-10 como marcadores de inflamacion.

Fuente: Elaboracion propia




Tabla 3-5. Anédlisis estadistico de la expresién de genes de estrés oxidativo e

inflamacién en PBMC pre-intervencion.

Genes Grupo -ACt T-test
Control -9,051 + 0,107
GRd 0,445
o Avellana -8,781 + 0,224
=
3 Control -9,200 + 0,297
B~ SOD 0,926
© Avellana 9,116 + 0,358
\Q
E Control -9,976 + 1,285
CAT 0,652
Avellana -8,839 + 1,037
Control -15,330 + 1,413
- TNF-a 0,388
.*g Avellana -16,980 + 0,842
@
= Control 13,650 + 0,605*
= IL-10 0,017
- Avellana -15,380 + 0,457+

Datos presentados como promedio y SEM. Analisis estadistico: Mann-Whitney para
factores no paramétricos y T-student para factores paramétricos, p < 0,05. (*) indica
diferencia significativa respecto al grupo control.

Fuente: Elaboracion propia.
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4. DISCUSION

Las guias clinicas del MINSAL mencionan que para el manejo de la
hipercolesterolemia se debe indicar dietas bajas en grasa (MINSAL, 2018). Sin
embargo, nuestros resultados evidencian que hay un efecto similar si las
personas siguen una dieta alta en grasas suplementada con avellana chilena,
mostrando mejoras en el perfil lipidico y un mejoramiento en los marcadores de
estrés oxidativo, fortaleciendo la defensa antioxidante en igualdad de

magnitudes.

La produccion de ROS en las PBMC tiene por objetivo ser un mecanismo de
defensa frente a patdgenos, lo cual se puede lograr mediante el uso de
moléculas capaces de desencadenar la activacion de receptores o proteinas
claves en la metabolizacion de compuestos oxigenados, generando un
intercambio de electrones que dan lugar a las reacciones oxidativas (Droge,
2002; Tan et al., 2018). En particular, respecto a la medicion de marcadores de
estrés oxidativo y capacidad antioxidante en PBMC en ambos grupos de
intervencion pudimos evidenciar que hubo una disminucién significativa en la
produccion de ROS en ambas dietas. Esta disminucién esta asociada a la
activacion de PBMC con LPS y ZA, donde en ambos casos se traducen como

una contribucion en la disminucion del estrés oxidativo.
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Lo anterior ocurre de manera diferente cuando las PBMC fueron activadas con
PMA, observando en ambos grupos un aumento en la produccién de ROS al
finalizar el estudio. Esto indicaria un mejoramiento en la capacidad de respuesta
de las PBMC frente a este tipo de estimuladores. EI mecanismo molecular por el
cual el PMA es capaz de activas a las PBMC tiene directa relacion con la
activacion de la cascada de sefalizacion de la Proteina Kinasa C (PKC) debido
a que, el PMA es capaz de atravesar la membrana plasmatica y desencadenar
la activacion de esta via a nivel del citoplasma. Esta activacion se da por un
mimetismo molecular con el diacilglicerol, estimulando a las PBMC vy
aumentando la produccién de citoquinas y ROS a nivel mitocondrial, método
caracteristico usado para lograr la activacion y diferenciacion celular (Mandal et
al., 2021; Tash, 2022; Tran et al., 2018). Por otro lado, LPS logra su activacion
mediante el receptor TLR4 (Toll Like Receptor 4), quien a su vez logra activar a
la NADPH oxidasa y en consecuencia activa la produccion de ROS,
promoviendo el estado proinflamatorio (Hua et al., 2013; Lee et al., 2012,
Orecchioni et al.,, 2019). Mientras que para ZA, la via de activacion utilizada
corresponde a la que activa cuando se une al receptor Dectina-1 quien colabora
con el receptor TLR2 (Toll Like Receptor 2), donde son capaces de producir,
mediante la via de las proteinas Syk y Src, la generacion de interleuquinas y
citoquinas que contribuyen a la defensa oxidativa e inflamatoria desde las PBMC
(Baram et al., 2014; Elsori et al., 2011; Kelly et al., 2010; Li et al., 2016). Asi, se

puede indicar que existe una similitud en la activacion de PBMC y su respuesta
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frente a la capacidad de producir ROS tanto en la dieta control, como en la dieta
suplementada con avellana, que contiene un mayor aporte de grasas, pero que
estas son del tipo mono y poliinsaturadas. Lo anterior solo presenta diferencias
a nivel de la activacién con LPS, donde observamos una menor produccion de

ROS en PBMC del grupo control en comparacion con el grupo avellana.

En concordancia con los resultados anteriores, observamos una disminucion en
el marcador de dafo lipidico MDA, quien es un subproducto de la peroxidacion
lipidica y tiene la capacidad de formar aductos con proteinas, provocando la
oxidacion de estas (Gegotek & Skrzydlewska, 2019). Como bien se mencionaba,
el MDA es un producto de la peroxidacion lipidica de los AGPI en las PBMC, y a
pesar de que en el grupo avellana hubo un mayor consumo de grasas y que
estas fueron del tipo poliinsaturadas, no observamos un aumento en este
producto oxidativo. Esto se puede relacionar con dos de los resultados
obtenidos, principalmente aquellos que tienen que ver con la produccion de
ROS a nivel mitocondrial, donde claramente observamos una disminucion de
esta via en el caso de la activacion de PBMC con LPS, pero también tiene una
directa relaciébn con la capacidad de generar modificaciones a nivel de las
proteinas, ya que se sabe que el MDA es, por ejemplo, capaz de provocar
modificaciones a nivel estructural de la ApoB-100 en las LDL, contribuyendo a la
formacion de las ox-LDL (Nakamura et al., 2014; Vandemoortele et al., 2020;
Videla et al., 2022). Lo anterior, se ve reflejado especificamente en el %CO en

proteinas de PBMC, que a diferencia de lo que ocurre con el %N-TYR, se
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observé una disminucién significativa en ambos grupos de estudio y como se
indicaba anteriormente, es esperable esta disminucion de carbonilos si es que

existe la disminucién de MDA.

La maquinaria antioxidante es clave en la regulacién del estrés oxidativo y con lo
cual mantener el equilibrio REDOX, esto a través de la transformacién de las
ROS en moléculas de facil metabolizacion que finalmente llegan a convertirse
en agua. Dentro de estas enzimas se encuentran las de primera linea defensiva
ubicadas a nivel de la membrana plasmatica, citoplasma y mitocondria,
correspondientes a SOD y CAT, quienes tienen la capacidad de metabolizar en
ion superoxido y el perdxido de hidrogeno, respectivamente, los cuales son 2
ROS potencialmente oxidativos capaces de generar dafio a nivel celular si se
encuentran en exceso (Hadwan, 2018; Wang et al., 2018). Asi es como resulta
interesante analizar la actividad enzimatica en PBMC, de la cual observamos un
aumento significativo en la actividad de SOD y CAT en ambos grupos de
estudio, siendo de similar magnitud en su capacidad de metabolizar los ROS.
Asi es como se puede indicar que ambas enzimas mejoran su actividad en
ambas dietas, aumentando la capacidad antioxidante de las PBMC,
independiente del consumo de grasas que se tenga. No hay documentaciéon de
la actividad enzimética en estudios de intervencion nutricional con avellana,
siendo lo méas cercano un estudio de Monserrat-Mesquida, et al. (2022), donde
67 personas con enfermedad de higado graso no alcohdlico en Espafa,

siguieron una dieta mediterrdnea por 6 meses y que registraron un aumento de
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la actividad enzimética de SOD y CAT al finalizar el estudio en ambos grupos,
similar a lo que hemos obtenido e incluso en el mismo periodo de tiempo. Cabe
destacar de igual manera, que estas personas presentaban un aumento en su
CT > 200 mg/dL, cumpliendo el criterio de ser hipercolesterolémicos (Monserrat-

Mesquida et al., 2022).

Se obtuvo la caracterizacion de la poblacién respecto a la expresion de genes
ligados al estrés oxidativo también a la inflamacién. En el primer caso se
observdé que habia una clara tendencia en la distribucion poblacion de la
expresion de genes de SOD, CAT y GRd, evidenciando que ambas poblaciones
de los dos grupos (control y avellana) presentan igual expresion de genes

relacionados a estas enzimas antioxidantes.

Por otro lado, obtuvimos el mismo patrén respecto al TNF-a, que corresponde a
una citoquina proinflamatoria y que en ambos grupos sigue la misma tendencia
de expresion, donde no encontramos diferencias significativas entre grupos.
Distinto fue el caso de la IL-10, citoquina antiinflamatoria, la cual, si presento
una diferencia entre grupos, que puede ser interpretada como que en el grupo
avellana hay una mayor inflamacion con respecto al grupo control al inicio de la
intervencion, puesto que, al haber una menor expresion de esta citoquina,

podemos inferir que habra mayor predominancia sobre el estado proinflamatorio.

Respecto a los resultados que obtuvimos sobre el perfil lipidico, podemos

observar que en ambos grupos no hubo efectos sobre la mayoria de estos
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pardmetros. Ninguno de los dos modelos dietéticos ejercié un efecto a nivel del
perfil lipidico, salvo el caso de la HDL, donde esta si presenté un aumento
significativo, siendo de igual magnitud tanto en el grupo control como en el
grupo avellana. El aumento de la HDL tiene un impacto positivo en lo que
relevancia clinica respecta, puesto que el aumento de HDL se encuentra
superior a los 60 mg/dL, sobre los valores de referencia que se establecen en
las guias clinicas del MINSAL, puesto que se indica que la HDL tiene una
funcion protectora frente a la ECV (MINSAL, 2018). Lo anterior se ve
relacionado directamente al rol que cumple la HDL en el metabolismo lipidico,
permitiendo el proceso de transporte reverso y con ello impidiendo que exista
una acumulacion de colesterol a nivel de los tejidos periféricos, disminuyendo el
riesgo aterosclerético y con ello disminuyendo el RCV (Errico et al., 2013;
MINSAL, 2018; Ramasamy, 2014). Este aumento de HDL también ha sido
descrito en otros estudios, dentro de ellos se encuentra el de Mercanligil, et al.
(2017), donde obtuvieron un aumento de 5,5 mg/dL de la HDL en el grupo dieta
enriguecido con avellana y sin cambios en el control, donde el estudio incluia a
15 sujetos hipercolesterolémicos que siguieron una dieta por 2 periodos de 4
semanas cada uno, siendo el primero control y el segundo una dieta enriquecida
con avellana en Turquia, con la diferencia de que ellos si obtuvieron disminucion
de otros pardmetros del perfil lipidico como TG y c-VLDL (Mercanligil et al.,
2007). También se describe algo similar en el caso del estudio realizado por

Orem, et al. (2013), donde se tenian a 21 sujetos en una intervencion dietética
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de 12 semanas, donde se dividi6 en 3, siendo primero control, luego
intervencién con avellana y, por dltimo, control nuevamente y que evidenciaron
un aumento de HDL de 2,7 mg/dL después de la intervencién con avellana y que
también encontraron disminuciones en otros parametros como CT, TG y LDL
(Orem et al., 2013). A diferencia de los estudios con los que se pueden hacer
pequefias comparaciones, estos difieren claramente en el numero de
participantes y evidentemente nuestro aumento en HDL de 6,8 y 6,5 mg/dL para
el grupo control y avellana, respectivamente, es muy superior a los registrados

por los autores presentados.

Ambas dietas son capaces de generar efectos benéficos en el contexto del
estrés oxidativo y del perfil lipidico. Estos resultados sustentan la posibilidad de
lograr que las y los participantes puedan adaptar sus dietas e integren alimentos
beneficiosos sin la necesidad de restringir o modificar en gran medida su
alimentacion, que es lo que busca la dieta chilena, en donde esta dieta pueda
entregar un aporte caldrico en grasas, pero que estas grasas provengas desde
una fuente rica en AGMI y AGPI, como lo son los frutos secos, donde su
composicién principal es este tipo de acidos grasos, especificamente el caso de

la avellana chilena.

Como se menciona, incorporar frutos secos a la dieta trae beneficios tangibles y
sostenibles en el tiempo, permitiendo mejorar las condiciones metabdlicas de

las/os pacientes hipercolesterolémicos y asi, con ello evitar continuar al
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siguiente paso del tratamiento frente a las dislipidemias, que consiste en la
administracion de farmacos. Esta mejoria no sélo se ha evidencia en nuestro
estudio, sino que han sido diversos los autores que han descrito estas
propiedades benéficas y que los han demostrado a través de investigaciones
similares a la nuestra, las cuales se han agrupado en el metaanalisis realizado
por Brown, et al (2022), donde concluye, igual que nosotros, que la evidencia
acredita que el uso de este tipo de dietas y suplementaciones con avellana
tienen efectos y beneficios que son sostenibles en el tiempo (Brown et al.,

2022).

4.1. Fortalezas y limitaciones del estudio

Dentro de las fortalezas de nuestro estudio se cuenta con que corresponde al
primero realizado en Chile y el mundo donde se busca evidenciar los efectos de
la avellana chilena como producto nacional, potenciando el consumo de
alimentos originarios del pais y evidenciando que también tienen la capacidad
de generar efectos benéficos en la salud de la poblacion. Ademas, nuestro
estudio cuenta con una gran variedad de pardmetros que permiten evidenciar
cambios a nivel metabdlico en cuanto al estrés oxidativo y una poblacion de
estudio significativamente grande, pudiendo entregar resultados solidos y

confiables en cuanto a estadistica se refiere.
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Por otro lado, respecto a las limitaciones, es importante considerar que no se ha
descrito en su totalidad la composicion de la G. avellana, por lo que, podria
haber componentes que tengas efectos que no estemos considerando, asi como
aportes de otros componentes de la dieta que podria aportar. También es
relevante mencionar que nuestro estudio no cuenta con el analisis completo de
la expresion de genes de marcadores de estrés oxidativo e inflamacion, por lo
que, se dificulta el poder realizar algunas comparaciones o darle motivo a
alguno de los resultados obtenidos referentes a estas variables. Cabe decir que
otra de las limitaciones es no poder contar con una mayor cantidad de
biomarcadores como ox-LDL o dafio oxidativo en el material genético para
complementar con mas informacion los efectos de una dieta suplementada con

avellana chilena.

4.2. Proyecciones del estudio

Referente a las proyecciones del estudio, podemos indicar que nuestros
resultados marcan el inicio en la investigacion, a nivel nacional, sobre el uso de
avellana como un suplemento alimenticio capaz de generar efectos positivos en
la salud humana, teniendo impacto incluso en aquellos sujetos que presenten
hipercolesterolemia, asi como también, resulta ser el primer estudio a nivel

mundial que evidencia los efectos de la G. avellana sobre la salud humana. Esto
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da paso a generar una gran variedad de estudios en donde se busque
determinar la composicion de la G. avellana, asi como también analizar otros
efectos metabdlicos que podrian incidir en la salud de la poblacion, como
podrian ser el analizar el efecto sobre la oxidacién de la LDL, determinar otros
marcadores de RCV como homocisteina, proteina C reactiva, asi como también
otros marcadores de estrés oxidativo como dafo oxidativo a nivel del material
genético mediante ensayo del cometa, medicion de 4-HNE, determinacion de
NO vy nitratos para ver el efecto en el estrés nitrosativo o incluso marcadores de
inflamacion como la medicion de IL-1, IL-6 e IL-10 y también TNF-a y PPARYy,
que permitan definir con mayor certeza los beneficios de la avellana chilena,

complementando los resultados obtenidos en nuestra investigacion.
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5. CONCLUSION

Una dieta chilena alta en grasas suplementada con avellana chilena logra
generar similares efectos beneficiosos a nivel del perfil lipidico y marcadores de
estrés oxidativo que la dieta baja en grasas que establecen las guias clinicas del

MINSAL.

En cuanto al perfil lipidico, existe una mejora significativa en la HDL, pero no en

los demas parametros determinados.

Respecto a los marcadores de estrés oxidativo, hay una disminucién
significativa respecto a la produccion de ROS en PBMC, asi como un aumento
en la capacidad de respuesta de estas mismas al ser activadas con PMA,

traducido en una mejoria de la respuesta inmune.

Las dos intervenciones provocaron mejoras en la maquina antioxidante
enzimatica correspondiente principalmente a SOD y CAT, lo que indica que
ambas dietas tienen la capacidad de mejorar la primera linea de defensa frente

a la presencia de ROS y fortalecer el mecanismo antioxidante de las PBMC.

Otra variable que nos indica una mejora en la capacidad antioxidante de las
PBMC es la disminucion de marcadores oxidativos en ambas intervenciones,
provocando una disminucion del dafio oxidativo sobre proteinas en estas

células.
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Con este estudio se abre el camino a la investigacion de los efectos que podrian
provocar el consumo de estos alimentos ricos en AGMI y AGPI en personas que
padezcan de factores de riesgo para la ECV y mejorar con ellos sus condiciones

metabodlicas, su estado oxidativo e inflamatorio.
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CAODIGO:;

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto 11190641. FOMDECYT de Iniciacién en investigacion 2019

Titulo del Proyecto: Efectos de una dieta chilena suplementada con avellana chilena ( Gevuina
avellana) sobre el peril lipidico en humancs con hipercolesterolemia

[Effects of a Chilean diet supplemented with Gevwina avellana on lipid profile in
hyparcholesterolemic subjects]

Investigador responsable: Miguel Martorell Pons, Bioguimico. Departamento de Nutricidn y
Dietética, Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcion, Cancepcidn.

El propdsito de este documento es invitarle a participar a un proyecto de investigackn y
enfragarke toda la infermacién necesaria para que Ud. pueda decidir libre y voluntaramente si
desea participar en la investigacion que se le ha explicado verbalmente, y que a continuacion se
describe en forma resumida.

Objetivo: determinar el efecio sobre el pedil lipidico de una dieta chilena suplementada
con avellana chilena a ravés de una inlervencion intensiva versus una dieta baja en grasas.
Ademas, se va a evaluar el efecto de las intervenciones sobre |la composicion corporal, presidn
arerial, cambios en el perfil de Acidos grasos de glodbulos rojos, ¥y marcadores de capacidad
antioxidante, dafio cxidativo e inflamacion en sangre.

Para lograr diche objetivo, s& hate necesans realizar un estudio de B meses de duracon,
en voluntarios entre 18-60 afios de edad, con colesterol elevado (> 200 mg/dL), sin alergias a los
frutes secos, sin fralamiento médico asoclado, nl enfermedades sistémicas como diabetes,
hipertension, enfermedad renal o hepalica, no estar embaraza o lactando, que un miembro de
su hogar o familiar directo haya sido previamente reclutade en este estudio, tener implante
electrdnico como marcapasos o prolesis acliva, tengan ambas dosis incluidas en la campana de
vacunaciin SARS-Cov-2 y cuenten con su respeclivo pase de movilidad. Es necesario recolectar
informacian personal, que solo usted nos puede proporcionar y son fundamentales para el
desarrallo de esta intervencion.

Una vez ingresado al estudio usted sera asignado a un grupo control (dista baja en
grasas) o a un grupo experimental (dieta chilena suplementada con avellana chilena).
Independientementa del grupo al que sea asignado, como voluntario deberd compromelerss en
seguir las pautas nulricionales indicadas, manlener su rutina diara, actividad fisica y habitos de
estilo de vida, v asistir a las diferentes actividades presanciales y virluales donde se le pedira
informackin personal, de consumo de alimentos, habilos de vida, ¥ se tomaran mediciones de
peso corporal, talla, composicion corporal, presidn aneral v recolectaran muestras sanguineas
en ayuno: capilar (una gola) y venosa braquial (40 mL, 4 cucharadas soperas, mediante puncidn
de braze derecho u izguierdo con aguja hipodérmica, al inicio v final del estudia).

BENEFICIOS ¥ RIESGOS.

Participar del presente esludio le permitird beneficiarse con un seguimiento nulricional
individualizado a cargo de una nutricionista, obteniendo informacion detallada sobre como seguir
una dieta saludable. Si queda seleccionado en el grupo avellana, se le entregaran gratuitamente
30 gramos de avellana chilena para su consuma diario.

La obtencidn de la muesira de sangre estara a cargo de una enfermera vy si bien es un
procedimients de rutina puede haber ciertos riesgos. Antes de la oblencidn de la muestra de
sangre venosa, para comoborar criterio de inclusidn de colesterol elevado (> 200 mgidL), se
oblendra una gola de sangre capilar. Lo anterior puede ocasionar molestia, dolor o hematoma al
extraer sangre capilar debido a la puncidn realizada en la zona del costado de un dedo (utilizando
lanceta de didmetro fino). En la obtencidn de muestra sanguinea venosa en algunos casos sa
puede presentar sensacikdn de mareo, un leve sangramiento que deberd pasar dentro de los
prifmeros mindlos ¥ en muy pocos casos existe resgo leve de formar un pequefo hematoma
(moretdn) que desaparecerd en dos dias aproximadamente. Puede guedar una sensacion de
dolor que pasard en los primeros minutos. Riesgos personalizados: se consultard si el
individus(a) estd con tratamiente anticoagulante para evilar riesgos de sangramiento y en
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aguellos casos se ohsarvara por més de 5 minutos la formacién del tapdn plaguelario y cese de
sangrado en el brazo del paciente. Sujelos que indiguen desmayos anteriores, seran tratados
con mayor cuidado con perscnal de asistencia en caso de un eventual desmayo. Se podrian
presentar alergias alimentarias al incluir nuevos alimentos en la dieta, tales coma urticarnia, tos,
inflamacidn de las vias respiratorias y molestias gastricas. Si presenta alguna de estos sintlomas
deberd ponerse en contacto con el invesligador responsable.

Existe el riesgo de contagio por COVID 19, por lo anteror los procedimientos que se
realicen en forma presencial, ademas de observar los protocolos y procedimientos por el Comité
de Crisis de la Universidad de Concepcian y estar condicionados a la respectiva autorizacion, se
realizaran bajo estricto cumplimiento de las Recomendaciones sobre aseo y desinfeccion de
superficles ambienlales para la prevencidn de Infecciones Asociadas a la Alencidn en Salud
{lAAS) - COVID 19.

Se minimizara el resgo del mal uso de la informacidn privada, para ello es importante
sefialar que todes los dalos personales oblenidos son confidenciales y la informacidn oblenida
serd utilizada exclisivamenta para fines clanlificos. Esta informacion serd custodiada por el
investigador responsable, Miguel Martorell, quien mantendra los registros de dalos en archivos
pertenecientes al proyecto de invesligacion, vy el anonimato serd resguardado entregando un
nimera correlative a su nombre. Los resultades obtenidos de este estudio seran publicados en
revistas y reuniones clentificas, manteniendo en confidencialidad la identidad de los
participantes.

Para cumplir el objetive propuesto, es necesario que usted participe durante los &
meses del estudio de manera activa y responsable, realizando 1gdas las actividades que
se detallan a continuacion:

1. Visita de elegibilidad (1 h): explicacidn proyveclo, firma consentimiento informado,
realizacion cuestionanos elegibilidad, oblencion muestra capilar, oblancidon muestra
sanguinea venosa, medicidn presidn arteral y mediciones antropomiélricas (peso, talla,
circunferencia cintura y bioimpedancia eléclrica) a realizar en Laboratorio Clinico
PraveGen Lida. Si usted no cumple con algin criterio de elegibilidad quedars fuera del
astudio. Si es elegido, se programara reunidn virtual individualizada para realizacion de
cuestionarics (control inicial).

2. Control inicial, 2 v 4 (meses 0, 2 y 4 del estudio, 1 h): realizacién de cuestionarios y
educacion alimentaria mediante entrevista individual virtual.

3. Sesiones grupales a los meses 1, 3 y 5 del estudio (40 min): educacicn alimentaria grupal
wirtual.

4. Durante los & meses del estudio usted deberad seguir los consejos de adhesion a la dieta.
Si es seleccionado en el grupo exparimental, usted daberd consumir 30 gramos al dia
de avellana chilena, la cual se entregara graluitamente.

5. Control 6 presencial {mes 6 del estudio, 30 min): obtencidn de muestra sanguinea,
medicién de presion arterial ¥ mediciones antropomélricas (peso, talla, circunferencia
cinlura y bicimpedancia eléctrica) a realizar en Laboratorio Clinico PreveGen Lida.

6. Control & virtual (40 min): realizacion de cuestionarios mediante entrevista individual
wirtual.

Cabe mencionar, que la participacion en el estudio esta exenla de compensacian
BConamica.

Los resultados estaran disponibles para usted, y para ello debe comunicarse con el
investigador responsable.

A su vez deslacar que su participacion es completamente libre y voluntaria. Si no desea
participar del presenle proyecto de investigacin su negativa no traerd ninguna consecuencia
para usted. De la misma manera =i lo estima conveniente usted puede dejar de participar en el
estudio en cualquier momento de éste.

Adicionalmente, el investigador responsable Miquel Martorell, cormeo electronico
mmartcreli@udec.cl y nimero de conlacto +569 5763 1466, ke manifiesta su voluntad en orden
a aclarar cualquier duda que b surfa sobre su parlicipacidn en la actividad realizada. Para
consultas sobre sus derechos puede conlactar al Presidente Comité Etico Clentifico 5. 5.
Concepcion, telélono (41) 272 2745, direccién San Martin 1436, Concepcion.
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CODIGO:
HOJA DE FIRMAS DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: Efecios de una dieta chilena suplementada con avellana chilena
(Gevuina avellana) sobre el perfil lipidico en humanos con hipercolesterolemia.

[Effects of a Chilean diet supplemented with Gevwina avellana on lipid profile in
hypercholesterolamic subjects]

ANTES DE FIRMAR, CONFIRMO QUE:

- Hesido informado sobre el proyecto de intervencion a desarrollar previamente a su aplicacion
y con la descripcidn necesaria para conocerlas en un nivel suficiente.

- He sido también informado en forma previa a la intervencion, que los procedimientos que se
realicen, no implican un costo que yo deba asumir. Junto a ello he recibido una explicacidn
salisfacloria sobre el propdsito de la actividad.

- Aceplo que la informacion necesana oblenida sea recopilada, utilizada v divulgada conformme
a lo descrilo en esta informacion escrita para mi y formulario de consentimients infarmado.

- Aceplo que las muestras queden almacenadas en un biobanco ancnimizado para futuras
daterminaciones.

- Estoy en pleno conocimiento que la informaciin oblenida con la actividad en la cual
participaré, sera absolutamente confidencial, y que no aparecerd mi nombre ni mis datos
Earsnnalas an libros, revistas y otros medios de difusion derivadas de la invesligacion ya

ascrita.

- 5é que la decision de participar en esta invesligacion, es absolutamente libre y voluntaria. Si
no deseo participar en ella o, una vez inicada la investligacion, no deseo proseguir
colaborando, puedo hacerlo sin problemas. En ambos casos, se me asegura gue mi negativa
no implicard ninguna consecuencia negativa para mi.

- He leido el documento, entiendo las declaraciones conlenidas en él v la necesidad de hacer
contar mi consentimiento, para lo cual ko firmo libre y voluntanamente, reciblendo en el aclo,
copla de este documento ya firmado y fechado.

- Mis preguntas han sido respondidas a mi entera satisfaccidn y considero que comprendo
toda la informacién proporcionada acerca del estudio.

- 5é que al firmar este documento, no renuncio a ninguno de mis derechos legales.

MNombre del participante Firma del participante Fecha (DOVMMAAA)

Yo, el que suscribe, investigador, confirmo que he entregado verbalmente la informacion
necesaria acerca del esludio, que he contestado toda duda adicional ¥ que no ejerci presion
alguna para que el participante ingrese al estudic.

Declaro que procedi en completo acuerdo con los principics éticos descritos en las Directrices
de GCP (Buenas Practicas Clinicas) y olras leyes nacionales e internacionales vigenles.

Se le proporcionard al paciente una copia de esla informacidn escrita para el participante y
fermulario de consentimiento firmada.

Nombre Ministro de fe Firma Ministro de fe Fecha (DDVMMIAAA)
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7.2. Encuestade caracterizacion biosociodemografica

Estudio PRODICHI

Anexo 2.2 prar W

1 TA
§ thme %

Encuesta de caracterizacion o Prev e
oo s Univeesdad do Concopcidn
N° Folio Encuestador:
INTRUCCIONES DE LLENADO
f1 Com i i i )
2 pletar con letra imprenta, legible y con lapiz pasta.

2. Revisar que todas las preguntas tengan una respuesta valida antes de finalizar la encuesta.
3. Recuerde que el entrevistado debe tener carta de presentacion del estudio y consentimiento
informado.

4. En cada pregunta, lea todas las alternativas de respuesta y anote la respuesta que senale el

entrevistado.
g J
DATOS ENCUESTADOR
7
Nombre encuestador(a) completo Rut
Correo electrénico Teléfono
Fecha de aplicacion de la encuesta Hora de inicio
Hora de Término
DATOS ENTREVISTADO
Nombres del entrevistado(a) Rut
Apellidos Edad Afos
....... Teléfono 1
1 Hombre
Sexo L , ager Teléfono 2
Correo electrénico
Direccién Laboral

ireccidn Personal Comuna j




128

MODULO1 CARACTERIZACIGON DEL ENTREVISTADO

A continuacion le voy a realizar algunas preguntas generales sobre usted y su grupo familiar.

Nota: Marcar en el recuadro el nimero que corresponda

1.1; Cudl es su estado civil actual? 1.2 ; Cuantas personas viven en su N* de
hogar? personas
Casadola 1 "
- _{ ) Mifios menores de 5 afios A
Conviviente 2 i
- - Mifios mayores de 5 afos B
Divorciado(a) 3 Adul e
i los
Viudo(a) 4 -
Soltero(a) 3 Adultos Mayores D
1.3 ; Cual fue su altimo nivel de 1.4 ; Cual es la ocupacion de los N* de
esfudios? miembros de su hogar? pErsonas

Basica incompleta

Basica completa

Estudiantes sin trabajo remunerado

Tecnica superior incompleta

Estudiantes con frabajo remunerado

Técnica superior completa

Trabajador remunerado

Universitaria incompleta

Universitaria completa

Pensionado o jubilado

= LR ) L] R =

Postgrado

Trabajo no remunerado

Anotar total con trabajo
remunerado

1.5; Cual es su sistema previsional de 1.6, Cual es aproximadamente el ingresao
salud ? mensual de su grupo familiar
$215.000 a $291.999
FONASA A $292 000 a $378.999
$379.000 a $473.8599
FPAA y de Orden E $474.000 a $598.990
ISAPRE F 2599 000 a $753.0590

$754.000 a $1.015.999

$1.016.000 a $1.551.999

£1.552.000 o mas

Mo sabe Mo responde

e e =Y IEl Ha ) R [ AR A




