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RESUMEN

Introduccion: durante la menopausia hay una mayor tendencia a la
obesidad y el depdsito de grasa visceral, aumentando el riesgo
cardiometabdlico.

Objetivos: evaluar mediante un estudio de intervencién el efecto del
consumo de carotenoides sobre los biomarcadores relacionados con
el riesgo cardiometabdlico en mujeres peri y posmenopausicas.
Métodos: se seleccionaron 12 mujeres peri y posmenopausicas, sin
antecedentes de enfermedad cardiovascular pero con algun factor de
riesgo cardiometabdlico. Durante 4 semanas se suplementdé su dieta
con zumo de naranja-zanahoria, zumo de tomate y espinacas cocidas,
proporcionando una ingesta de 415 mg de carotenoides totales a la
semana (carotenos, criptoxantina, licopeno y luteina + zeaxantina).
En el momento inicial (T)) y en el final (T¢) se midieron los parametros
antropométricos y se analizaron los parametros bioquimicos, los
carotenoides plasmaticos y los biomarcadores de estrés oxidativo, de
inflamacién y de funcién endotelial.

Resultados: en el T se observaron cambios significativos,
disminuyendo el colesterol unido a LDL y el indice aterogénico, y
aumentando el colesterol-HDL. Los carotenoides plasmaticos se
incrementaron significativamente (p < 0,05) de 0,56 pg/ml en el T,
hasta 1,22 pg/ml en el Te Paralelamente se observaron cambios
significativos (p < 0,05) en los biomarcadores de estrés oxidativo e
inflamacion, disminuyendo la proteina C-reactiva y el malonaldehido,
y aumentando la adiponectina. Por el contrario, los biomarcadores de
dafo endotelial (sVCAM y sICAM) y la capacidad antioxidante (ORAC)

no mostraron cambios tras la intervencion.



Conclusiones: el consumo de carotenoides aumenta los niveles
plasmaticos de carotenoides y disminuye la dislipemia aterogénica, y
mejora los biomarcadores de inflamacion y el estrés oxidativo, lo que

esta relacionado con una disminucién del riesgo cardiometabdlico.

Palabras claves: Carotenoides. Riesgo cardiometabdlico. Estrés

oxidativo. Inflamaciéon. Menopausia. Mujeres.

ABSTRACT

Background: peri- and post-menopausal women exhibit a high tendency
towards obesity and visceral fat deposition, which increases
cardiometabolic risk.

Objective: to evaluate through a prospective nutritional study the effect
of carotenoid consumption on cardiometabolic risk biomarkers in peri-
and post-menopausal women.

Material and methods: twelve peri- and post-menopausal women
without previous symptoms of cardiovascular disease, but with some
cardiometabolic risk factor, were recruited. Their diet was supplemented
during 4 weeks with orange-carrot juice, tomato juice, and boiled spinach,
providing 415 mg of total carotenoids/week (carotenes, cryptoxanthin,
lycopene, and lutein + zeaxanthin). At the beginning (T,) and at the end
(T¢) of the intervention period blood samples were drawn to measure
biochemical parameters, oxidative stress, inflammation and endothelial
function biomarkers, and plasma carotenoid levels.

Results: at Tr a significant decrease (p < 0.05) in LDL-cholesterol and
atherogenic index, and an increase in HDL-cholesterol were observed.
Plasma carotenoids increased significantly (p < 0.05) from 0.56 pg/mL at
T, to 1.22 pg/mL at Te. Concurrently, a shift in oxidative stress and
inflammation biomarkers was detected, with a decrease in plasma C-
reactive protein and malonaldehyde levels, and an increase in
adiponectin. However, endothelial dysfunction biomarkers (sVCAM and

sICAM) and total antioxidant capacity remained unchanged.



Conclusions: dietary supplementation with carotenoids leads to an
increase in plasma carotenoids, a decrease in atherogenic dyslipidemia,
and an improvement in oxidative stress and inflammation biomarkers,

which indicates a reduction in cardiometabolic risk.

Keywords: Carotenoids. Cardiometabolic risk. Oxidative stress.

Inflammation. Menopause. Women.

INTRODUCCION

Tras el climaterio se produce un mayor riesgo de enfermedad
cardiovascular que va asociado a la edad a la que se inicia la
menopausia (1,2). Durante la menopausia, como consecuencia de la
depleciébn hormonal, se producen alteraciones de la homeostasis
energética que se acompafan de un incremento del peso corporal,
con mayor tendencia a la obesidad y al depdsito de grasa visceral,
aumentando el riesgo cardiometabdlico (3,4). En las situaciones de
obesidad, y asociado al sindrome metabdlico, se produce un cuadro
de inflamaciéon de bajo grado que, perpetuado en el tiempo, podria
dar lugar a complicaciones cardiovasculares. En los adipocitos, debido
a la acumulacién de grasa intracelular y a la oxidacion de los acidos
grasos, se desarrolla una reaccién de lipotoxicidad con formacién de
radicales libres, lo que conlleva Ila sintesis de citoquinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-1), disminuyendo la secrecion de
adiponectina, como adipoquina antiinflamatoria. En consecuencia, se
desencadena una reaccion inflamatoria (5).

Los carotenoides son uno de los principales antioxidantes alimentarios
y, en Espana, el 89 %, 68 % y 97,1 % del B-caroteno, la luteina +
zeaxantina y el licopeno proceden del consumo de frutas y vegetales
(6), aunque la ingesta varia en funcién de la época del afo y del
estatus socioecondmico y cultural (7). Los principales carotenoides

son: a-caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, zeaxantina y



luteina. Estos constituyen el 70 % de los carotenoides circulantes en
el plasma y acumulados en los tejidos humanos (7). Ademas de su
funcién antioxidante, algunos carotenoides son precursores de la
vitamina A y otros retinoides, que juegan un papel importante en el
ciclo visual y en la regulacién de los genes vinculados a muchos
procesos fisioldgicos y del desarrollo embrionario y fetal, la
diferenciacion celular y el control metabdlico (8).

En el estudio CARDIA, en el que se estudid la relacidén entre los niveles
plasmaticos de carotenoides y los marcadores de enfermedad
cardiovascular en la poblacion de Estados Unidos (hombres vy
mujeres) durante 15 afos, se observé que los niveles de carotenoides
plasmaticos estaban inversamente asociados a la incidencia de la
hipertensién y que, en el caso de los fumadores, reducian el estrés
oxidativo, la inflamacién y la funcién endotelial, lo que indica su papel
en la prevencion del riesgo cardiovascular (9,10). Los resultados del
proyecto Flamenco han descrito que una alta adherencia a la dieta
mediterranea se asocia a un menor riesgo cardiometabdlico en las
mujeres peri y posmenopausicas, al disminuir los niveles de colesterol
plasmatico, triglicéridos y proteina C-reactiva (PCR), reduciéndose
también la frecuencia cardiaca en reposo, en comparacién con las
mujeres que presentaban una adherencia baja o media (11). Teniendo
en cuenta la importancia que tienen los cambios del estilo de vida,
incluida la dieta, para las mujeres en esta etapa de la vida (12), el
objetivo del presente estudio ha sido estudiar el efecto de la
suplementacién de la dieta con alimentos ricos en carotenoides sobre
los parametros y biomarcadores relacionados con el riesgo

cardiometabdlico en mujeres peri y posmenopausicas.

MATERIAL Y METODOS

Diseno experimental
En el presente estudio se ha realizado un estudio de intervencién

experimental en una poblacién de mujeres peri y posmenopausicas,



sin antecedentes de enfermedad cardiovascular (ECV) y con algun
factor de riesgo cardiometabdlico. Los criterios de inclusiéon fueron:
amenorrea de 6 o0 mas meses, sobrepeso y obesidad, indice cintura-
cadera > 0,85, porcentaje de grasa > 32 %, niveles de lipidos
plasmaticos elevados, dislipemia aterogénica, hipertensién,
fumadora, sin tratamiento con suplementos de vitaminas o minerales.
Se reclutaron 12 voluntarias dentro de la comunidad de la
Universidad de Murcia (Espana), con una edad comprendida entre 49
y 57 afos y con un nivel socioeducativo similar. Las voluntarias fueron
informadas individualmente del estudio de intervencién y tras firmar
el consentimiento informado, y durante 28 dias, suplementaron su
dieta semanal con alimentos comerciales proporcionados por los
investigadores. Los productos seleccionados fueron alimentos ricos en
los principales carotenoides dietéticos (luteina + zeaxantina, PB-
criptoxantina, a-caroteno, B-caroteno y licopeno) con las siguientes
concentraciones de carotenoides totales: 257,11 mg/kg para las
espinacas cocidas, 236,04 mg/kg para el zumo de naranja y
zanahoria, y 226,83 mg/kg para el zumo de tomate (Tabla I). Las
voluntarias ingirieron a la semana 400 g de espinacas, 750 ml de
zumo de naranja-zanahoria y 600 ml de zumo de tomate, que
proporcionaron 102,8, 177,03 y 136,09 mg de carotenoides,
respectivamente, dando lugar a una ingesta semanal de 415 mg
carotenoides totales (Tabla I). Al inicio (T)) y al final (T¢) del periodo de
intervencién se registraron los datos antropométricos y se realizé una
extraccidon de sangre de la vena antecubital en ayunas para el analisis
de los diferentes parametros, considerando para cada voluntaria la
muestra inicial como control. Las muestras de sangre y suero se
utilizaron para los analisis hematoldgicos y bioquimicos. Para la
obtencién del plasma, las muestras de sangre fueron centrifugadas a
3500 rpm a 4 °C durante 10 minutos. Posteriormente, las muestras de
plasma se alicuotaron y congelaron a una temperatura de -80 °C,
hasta la realizacién de los analisis posteriores. El protocolo

experimental fue aprobado por la Comisién de Etica de la



Investigacién de la Universidad de Murcia (ID1476/2017 e
ID2614/2019). El estudio se llevé a cabo en condiciones de respeto a
los derechos fundamentales de la persona y a los postulados éticos,
siguiéndose a estos efectos los contenidos de la Declaraciéon de
Helsinki. Los datos recogidos fueron tratados de forma leal y licita con
sujecidon en todo momento a los principios y derechos recogidos en
la Ley Orgdanica de Proteccién de Datos Personales y garantia de los

derechos digitales.

Recogida de datos antropométricos

Se registraron los siguientes datos: peso, altura, indice de masa
corporal (IMC), porcentaje de grasa e indice cintura-cadera (ICC). Para
la toma de datos se utilizaron una béascula (TANITA® MC 780-P), un

tallimetro y una cinta métrica flexible.

Parametros bioquimicos

Entre los parametros bioquimicos se analizaron los niveles de glucosa,
acido Urico, lipoproteina (a), colesterol total, triglicéridos (TG),
lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y el indice
aterogénico (lA). El analisis bioquimico se realizé en un laboratorio de

analisis clinicos.

Biomarcadores de estrés oxidativo

Para evaluar el estrés oxidativo se analizaron en el plasma la
capacidad antioxidante y la concentracién de malonaldehido (MDA).
La capacidad antioxidante hidrofilica del plasma se determind con la
técnica ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) y se expresé en
forma de mmol de equivalentes de Trolox (TE)/L. Para el analisis se
siguidé la metodologia descrita por Prior y cols. (13), y se utilizé un
lector de microplacas multimodal (Synergy HT BioTek, Winooski, VT,
Estados Unidos).



La determinacién de la concentracion plasmatica de MDA se realizé
por HPLC de acuerdo con el método descrito por Mateos y cols. (14).
Para la separacion cromatografica se utiliz6 una columna de fase
reversa LiChroCART RP-18 (250 mm x 4 mm x 5 um de tamano de
particula), acoplada a una pre-columna del mismo material de 4 mm
de longitud (Merck, Alemania). Inicialmente se realiz6 una hidrdlisis
alcalina combinando 250 pl de plasma con 50 pl NaOH 6 M e
incubando la mezcla en un bafio termostatico a 60 °C durante 30 min.
Finalizado el proceso, se adicionaron 125 ul de acido perclérico al 35
% para conseguir la precipitacién de las proteinas. Se agité en un
vortex y se centrifugdé a 14.000 rpm durante 10 min y a 4 °C. Una
alicuota de 350 pl de sobrenadante se sometid a un proceso de
derivatizaciéon con 25 pl de 2,4-dinitrofenilhidracina (Fluka, Suiza),
incubandose a temperatura ambiente durante 30 min protegido de la
luz. Finalmente se filtré la muestra con un filtro de 0.2 um y se
inyectaron 100 pl en el HPLC. La separacién de los compuestos se
realizé con un gradiente isocratico, utilizando como fase mdévil una
mezcla compuesta por agua con un 1 % de &cido acético (v/v) y
acetonitrilo (62:38, v/v) con un flujo de 0,6 ml/min a 25 °C durante 30
minutos. La cuantificacion del MDA se realiz6 a 310 nm. Los

resultados se expresaron como nmol/ml de plasma.

Biomarcadores de inflamacion y funcion endotelial

Como biomarcadores de inflamacién y funcidn endotelial se
analizaron las concentraciones de adiponectina y de moléculas
solubles de adhesién intercelular (sICAM-1) y vascular (sVCAM-1) con
kits de ELISA-sandwich en microplacas (Elabscience, EE UU),
utilizando un lector de microplacas multimodal (Synergy HT BioTek,
Winooski, EE UU) y siguiendo en todo momento el protocolo de
andlisis descrito por el fabricante. También se determiné Ila
concentracién plasmatica de la proteina C-reactiva ultrasensible, que
fue analizada en el laboratorio de analisis clinicos que realizé las

determinaciones bioquimicas.



Analisis de carotenoides plasmaticos

La determinacién y cuantificaciéon de carotenoides se llevd a cabo de
acuerdo con el procedimiento de extracciéon liquido-liquido con
algunas modificaciones (15,16). En primer lugar se procedid a la
desproteinizacién de las muestras, disolviendo 400 pl de plasma con
800 ul de etanol, gue se agitaron en un vértex durante 45 segundos.
Una vez precipitadas las proteinas se procedié a la extraccion de los
carotenoides anadiendo 1 ml de hexano/BHT (100 mg/L) como agente
antioxidante. Seguidamente, la mezcla se agité durante 1 minuto y se
centrifugd a 23.448 rpm durante 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante se
transfirid a un tubo de recoleccién, repitiéndose la extraccién. Ambos
sobrenadantes se combinaron y se evaporaron bajo una corriente de
N, hasta la sequedad. Por ultimo, el residuo se reconstituyé en 300 pl
de terc-butilmetil-éter/metanol (1/1, v/v), se homogeniz6 con un
vortex, se filtré con un filtro de jeringa de PTFE con poros de 0,2 um
de tamano (VWR International, EE UU) y se analizé mediante HPLC.
Las muestras se analizaron con HPLC (Agilent 1200, Alemania)
utilizando una columna Cso (250 mm x 4.6 mm y 5 um de tamafno de
particula) (Trentec, Alemania), usando las condiciones descritas por
Elvira-Torales y cols. (17) utilizando patrones puros de licopeno,
luteina y zeaxantina, y B-caroteno para cuantificar el contenido de

carotenoides.

Analisis estadistico

Para el tratamiento estadistico de los datos se utiliz6 el paquete
estadistico para las ciencias sociales (SPSS) 24.0 para Windows (IBM,
EE UU). Se llevé a cabo un analisis descriptivo, expresando los datos
de los diferentes parametros del estudio como valor medio y
desviacién estandar. Se determind la normalidad de las muestras
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y se realizd una
comparacién entre las medias de los datos iniciales y finales de un

mismo parametro dentro de cada grupo con la prueba de la “t” de



Student (para muestras normales) y la de Wilcoxon (para muestras no
normales), con un nivel de significacién de p < 0,05, con el fin de
detectar posibles cambios producidos a lo largo del periodo de
intervencién. Ademas, se realizd una correlacién bivariada de Pearson

para establecer la correlacién entre los parametros analizados.

RESULTADOS

La tabla Il muestra los datos antropométricos al inicio y al final del
estudio. Las doce voluntarias presentaron un peso medio inicial de 74
kg y una altura media de 158 cm, mostrando un IMC ligeramente
superior a 29 kg/m?. El porcentaje de grasa fue del 39 % y el ICC fue
superior a 0,85. No hubo cambios en los datos antropométricos entre
el inicio y el final del estudio ya que las voluntarias siguieron su dieta
habitual.

La tabla Ill muestra los parametros bioguimicos plasmaticos al inicio y
al final del periodo de intervencién. De los parametros analizados, se
observaron cambios estadisticamente significativos entre ambas
mediciones en las proteinas y el perfil lipidico. Concretamente, el
colesterol-LDL disminuyd significativamente (de 142,7 a 111,8 mg/dl;
p < 0,001) mientras que las fracciones de colesterol VLDL y HDL, asi
como los TG plasmaticos, aumentaron significativamente. Los
cambios del perfil lipidico se acompafiaron de una disminucién
significativa (p < 0,001) del IA.

La tabla IV muestra las concentraciones plasmaticas de los
carotenoides y los biomarcadores de estrés oxidativo, inflamacion y
dafio endotelial. Tras el periodo de suplementacién dietética se
observé un incremento significativo (p < 0,05) de los niveles
plasmaticos de todos los carotenoides individuales (Tabla 1V),
aumentando el contenido total de carotenoides plasmaticos de 0,56
bug/ml en Ty hasta 1,22 ug/ml en Te (p < 0,05) (Fig. 1). Las variaciones
de los distintos carotenoides entre T,y T fueron de 0,05 a 0,07 pg/ml
para la luteina, de 0,07 a 0,26 ug/ml para la B-criptoxantina, de

niveles no detectados a 0,02 ug/ml para el a-caroteno, de 0,16 a 0,44
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Mg/ml para el B-caroteno y de 0,29 a 0,44 ug/ml para el licopeno
(Tabla 1V). Este incremento se acompafiné de una modificacion del
perfil de carotenoides plasmaticos ya que, en el T,, el licopeno fue el
carotenoide mayoritario, seguido del B-caroteno, mientras que en el
Te, licopeno y B-caroteno representaron cada uno el 36 % y la B-
criptoxantina el 21 % de los carotenoides totales (Fig. 2).

En relacién a los biomarcadores de estrés oxidativo, se produjo una
disminucién significativa (p < 0,001) de la concentracién plasmatica
de MDA, aunque la capacidad antioxidante hidrofilica del plasma se
mantuvo sin cambios, mostrando valores medios de 13 mmoles de
equivalentes Trolox/ml (Tabla IV). En cuanto a los biomarcadores de
inflamacién, hay que destacar un aumento estadisticamente
significativo de las concentraciones de adiponectina (de 5,79 a 6,13
Hg/ml; p < 0,011) y una disminucién de la PCR (de 2,08 a < 0,05 mg/I;
p = 0,021) (Tabla Ill). No se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas para los biomarcadores de funcién endotelial sICAM-1 y
sVCAM-1 (Tabla IV), pero en ocho de las 12 voluntarias se observo una
disminucién de ambos biomarcadores (diminucién media de 15 ng/ml
para sICAM-1 y de 28,514 ng/ml para sVCAM-1).

DISCUSION

Los criterios de inclusién tenidos en cuenta a la hora de la seleccién
de las voluntarias comprendian el riesgo cardiometabdlico ya que
estas presentaban sobrepeso y un alto porcentaje de grasa corporal,
lo que nos indica un alto grado de adiposidad y un mayor depésito de
grasa visceral (3,4), factores que pueden derivar en un sindrome
metabdlico. Hay que mencionar que no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre estas variables al inicio y al final
del periodo de intervencién, pues el objetivo del estudio era
suplementar la dieta con carotenoides pero no modificar el aporte
energético de la misma. Por ello se indicé a las voluntarias que
siguieran con su estilo de vida habitual (dieta y actividad fisica)

durante el periodo de intervencion, con el objetivo de evaluar los
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cambios asociados a la ingesta de carotenoides y no a la pérdida de
peso. Se acepta que las mujeres posmenopausicas son propensas a
tener un mayor riesgo cardiometabdlico. Concretamente, la
acumulacion de grasa en el tronco con baja cantidad de grasa en las
piernas se relaciona con un riesgo tres veces mayor de padecer
enfermedades cardiovasculares (18), por lo que en esta etapa de la
vida es necesario realizar cambios en la dieta y el estilo de vida que
reduzcan este riesgo (12).

Las concentraciones plasmaticas de glucosa y de acido durico se
mantuvieron sin cambios entre el T, y el T Sin embargo, se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el colesterol
unido a LDL, VLDL y HDL, los TG y el IA. Las concentraciones medias
de colesterol-LDL disminuyeron en 31,02 mg/dl (lo que representa
una disminucién del 23 %) mientras que el colesterol-HDL se
incrementd en 17 mg/dl (un incremento del 25 %). La reduccién de los
niveles de colesterol-LDL de riesgo medio (con concentraciones de
130-159 mg/dl) a valores por debajo del riesgo moderado (< 130
mg/dl) y el incremento del colesterol-HDL indicarian un efecto positivo
de la suplementacién dietética con carotenoides sobre la prevencion
cardiovascular, lo que condujo a una disminucién significativa del IA,
aunque los valores pre- y posintervencion de este indicador
permanecieron en niveles de bajo riesgo. Los efectos de los
carotenoides sobre la mejora de la dislipemia aterogénica ya han sido
descritos previamente por otros autores (19), pero este efecto no se
habia evaluado en un grupo de riesgo como el de las mujeres peri y
posmenopausicas. Ademas, se observé una correlacion negativa y
significativa (r = -0,6, p < 0,05) entre los valores de HDL y el
porcentaje de grasa corporal, por lo que el consumo de carotenoides
favorece el incremento de las HDL cuando la concentracién de grasa
corporal es elevada. Por el contrario, los valores de colesterol-VLDL y
de TG aumentaron. La elevacion de los TG se produce a expensas de
las VLDL y depende de numerosos factores ambientales, entre los que

destacan la dieta, el estilo de vida y la exposicion a toxicos o
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farmacos (20). A pesar de observarse un incremento de las VLDL y los
TG, los valores medios permanecieron dentro de los valores
considerados de referencia. En relacién a la Lp(a) no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los valores medios
entre T,y Tr debido a la gran variabilidad interindividual, ya que
algunas voluntarias mostraron valores muy elevados, por encima de
30 mg/dl, lo que nos indica un riesgo cardiovascular 1,6 veces mayor
gue el correspondiente a los valores inferiores a esta concentracion
(21).

En relacién a la concentracién plasmatica de carotenoides (Tabla l1ll),
el incremento observado tras la intervencion muestra una clara
mejora del perfil de antioxidantes lipofilicos plasmaticos. Los
incrementos de los distintos carotenoides individuales estuvieron
determinados por los alimentos elegidos para la intervencidn,
destacando un incremento mayor para la B-criptoxantina, el B-
caroteno y el licopeno, asociados al consumo de los zumos de naranja
y zanahoria y de tomate. Estos zumos constituyen una fuente
importante de carotenoides, que se presentan en forma mas
accesible como consecuencia del tratamiento térmico. Ademas, el
consumo de zumo de naranja y zanahoria mostré un papel relevante
en el incremento de los niveles de B-criptoxantina, por la naranja, y
de a-caroteno y B-caroteno, por la zanahoria, pues son las principales
fuentes dietéticas de estos carotenoides, proporcionando un beneficio
adicional ya que estos tres carotenoides tienen actividad provitamina
Ay, por lo tanto, contribuyen a mejorar el estado nutricional de esta
vitamina al ser convertidos en retinol (8,7). La suplementacién
dietética de carotenoides ha sido objeto de cierta controversia, pero
hay que tener en cuenta que, en este caso, la suplementacidén se hizo
de forma natural a partir de alimentos y no con suplementos o
nutracéuticos. Ademas, las ingestas de carotenoides aportadas por
los alimentos proporcionados se encontraban dentro de los valores
que la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria considera seguros

en relacién con el licopeno, el B-caroteno, la luteina y la zeaxantina
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(22-24). Concretamente, el consumo de 75 mg/dia de todo-trans-
licopeno y 20 mg de todo-trans-luteina se considera seguro (24).

En un estudio realizado por Taylor Nuss y cols. (25) se ha observado
gue en las mujeres perimenopausicas existe una relacién inversa
entre la grasa corporal y los carotenoides plasmaticos debido a la
acumulacion de los carotenoides en el tejido graso: su naturaleza
lipofilica hace que no se encuentren de forma circulante en el plasma.
Por ello, es conveniente incrementar el consumo de estos
antioxidantes en caso de sobrepeso y obesidad, con el objetivo de
poder tener carotenoides circulantes disponibles para otros tejidos y
organos. En nuestro estudio se observé una correlacién negativa
entre el contenido de luteina plasmatica y el porcentaje de grasa (r =
-0,68, p < 0,05). Ademas, cabe destacar que la incorporaciéon de
alimentos ricos en estos antioxidantes condujo a una mejora del
contenido de carotenoides en el plasma, lo que determina que estén
disponibles para poder ejercer un efecto funcional y beneficioso como
antioxidantes o antiinflamatorios en otros tejidos y érganos.

Tras la ingesta de carotenoides se observé una disminucion
estadisticamente significativa de los niveles plasmaticos de MDA, lo
gue nos indica una menor oxidacion de los &cidos grasos
poliinsaturados y, por tanto, una reduccién del estrés oxidativo (26).
Los carotenoides son antioxidantes plasmaticos y contribuyen de
forma positiva a mejorar el balance oxidativo, actuando como
captadores de radicales libres (oxigeno singlete y radicales peroxilos)
y protegiendo a las lipoproteinas y los lipidos de membrana frente a la
oxidaciéon. Diferentes estudios han relacionado el consumo de
carotenoides con una disminucion del riesgo cardiovascular por su
actividad antioxidante (27). Como se ha mencionado anteriormente,
en las mujeres perimenopadusicas el a-caroteno puede ser uno de los
carotenoides liberados a la circulacion sanguinea para actuar como
antioxidante frente al estrés oxidativo inducido por la obesidad (25).
Esto coincide con los resultados obtenidos en nuestro estudio ya que

en el Tr se produjo una reduccién de los compuestos oxidados de los
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lipidos y un incremento del a-caroteno, asociado principalmente al
consumo de zumo de naranja y zanahoria.

Se determindé la capacidad antioxidante plasmatica de los
componentes hidrofilicos, como la vitamina C y el a-tocoferol, sin
observarse diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo,
no se pudo determinar la capacidad antioxidante lipofilica
(carotenoides) del plasma por falta de muestra, por lo que el
incremento de los carotenoides plasmaticos no se pudo correlacionar
con la capacidad antioxidante plasmatica total. No obstante,
diferentes estudios (28,29) correlacionan la capacidad antioxidante
total sérica con los niveles de acido urico y, en menor medida, con los
de albumina, acido ascérbico, hierro y bilirrubina, pero no con las
concentraciones del resto de antioxidantes de la dieta.

Con respecto a los biomarcadores de la inflamacién, aumentaron
significativamente (p < 0,05) los niveles de adiponectina, una
adipoquina antiinflamatoria (Tabla Ill), que present6 un incremento de
alrededor del 8 %. Recientemente, Wattanapol y cols. (30) han
evaluado el nivel de adiponectina en mujeres peri vy
posmenopausicas, con y sin sindrome metabdlico, observando una
variacion significativa (6,0x4,6 vs. 9,2+5,2ug/ml, p<0,001,
respectivamente). Estos autores han establecido que la adiponectina
es un buen biomarcador para el sindrome metabdlico en las mujeres y
han recomendado un punto de corte de 7,15 ug/ml para los niveles de
adiponectina como cribado del sindrome metabdlico. Los valores
obtenidos en este estudio para la concentracion plasmatica de
adiponectina coinciden con los descritos por estos autores para las
mujeres con sindrome metabdlico; aunque mejoran tras la
intervencién dietética, no superan el valor de corte establecido para
considerar la ausencia de sindrome metabdlico (7,15 ug/ml) (30). El
aumento de la adiponectina observado tras la intervencién dietética
es beneficioso, ya que es una citoquina antiinflamatoria que
incrementa la sensibilidad a la insulina, estimula la captaciéon de

glucosa y favorece la oxidacién de los acidos grasos y la reduccién de
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la sintesis de glucosa en el higado. Ademas, suprime la diferenciacién
y activacién de los macréfagos M1, disminuyendo la secrecién de
citoquinas proinflamatorias (TNF-a e IL-6), a la vez que promueve la
proliferacién de los macréfagos M2 y la expresion de otros
biomarcadores antiinflamatorios (31). Estos resultados nos indicarian
gue la posible acumulacién de los carotenoides en el tejido graso,
como principal érgano de reserva de estos antioxidantes lipofilicos
(25), disminuye la inflamacién que tiene lugar en el tejido adiposo
asociado a la obesidad, como consecuencia de la lipotoxicidad
producida por la oxidacién de los acidos grasos, aumentando los
niveles de adiponectina y disminuyendo la concentraciéon plasmatica
de MDA. Aunque en este estudio no hemos analizado las
concentraciones plasmaticas de IL-6 y TNF-a, otros estudios han
descrito la disminucién de los biomarcadores de la inflamacion en
mujeres obesas jévenes tras la ingesta de tomate como fuente de
licopeno (32). Ademas de los cambios observados en la adiponectina,
la concentracion plasmatica de PCR disminuyé de forma
estadisticamente significativa entre el inicio y el final del estudio, lo
gue indica también una disminucidon del estado de inflamacidon. La
PCR es (til como biomarcador de la ECV ateroesclerética y, a pesar de
gue tiene poca especificidad, sirve para evaluar la inflamacién crénica
de bajo grado relacionada con el riesgo cardiovascular (20), por lo
gue un descenso indicaria una mejora de dicho riesgo cardiovascular.
No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) tras la ingesta
de carotenoides en los niveles de sVCAM-1 y sICAM-1, moléculas que
regulan la adhesion de los glébulos blancos a las células endoteliales,
asi como la adhesion intercelular, debido a la alta variabilidad
interindividual. A pesar de que en cuatro de las 12 voluntarias se
observé un incremento, en las ocho voluntarias restantes ambos
biomarcadores mostraron una disminucién en torno al 15 % entre el T,
y el T, lo que sugiere una reduccidon del riesgo cardiovascular. El
efecto de los carotenoides sobre sVCAM y sICAM se ha estudiado de

forma individualizada segun los distintos carotenoides. En un estudio
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realizado previamente en mujeres se observé que el consumo de
licopeno, tras la ingesta de zumo de tomate, condujo a una
disminucién de los niveles circulantes de sVCAM de manera
significativa (en un 42 %) con respecto al inicio (33). La dieta influye
en la expresién y secreciéon de marcadores inflamatorios en los tejidos
adiposo, hepatico y endotelial vascular. El grado de obesidad y el
tiempo de duracién de la intervencién nutricional, a su vez, también
pueden influir en la respuesta hepdatica y del tejido adiposo a la dieta.
En algunos estudios se ha observado que la expresion de ICAM-1
podria estar relacionada con las dietas ricas en hidratos de carbono
en las personas con sindrome metabdlico, asi como con los acidos
grasos saturados y los acidos grasos trans, con mayores
concentraciones de VCAM-1 e ICAM-1 en los individuos con sobrepeso.
Del mismo modo habria una asociacién inversa de la ingesta de
aceite de oliva y la dieta mediterranea con la expresién de VCAM (34).
De este modo, tanto la calidad y la cantidad de los nutrientes
ingeridos por las voluntarias durante el periodo de intervencién, como
la distribucién de macronutrientes y la presencia de componentes
bioactivos en la dieta, junto con el patron dietético y el estilo de vida
adoptado, podrian ser factores determinantes del estado inflamatorio.
Los estudios realizados en seres humanos con alimentos vegetales
que incluyen carotenoides suelen tener muchos componentes
también presentes en la matriz alimentaria, incluyendo fibra dietética,
minerales y vitaminas, que podrian tener un efecto sinérgico, lo que
dificulta predecir el efecto individual. En los estudios epidemioldgicos
se observan de forma indirecta los posibles beneficios, teniendo como
principal limitacidon que no pueden demostrar la causalidad. Ademas,
los efectos antioxidantes de los carotenoides /in vivo son mas dificiles
de medir, al esperarse efectos pequenos y transitorios. Los estudios
existentes son muy distintos entre si, comprendiendo poblaciones,
dosis de carotenoides, tiempos de suplementacién y resultados
distintos (35). La dosis total de carotenoides empleada en el presente

estudio (415 mg/semana) es mayor que la utilizada en otros.
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Respecto al tiempo de suplementacidn, es similar al de otros estudios,
aunque hay estudios que se extienden hasta 8 y 12 semanas. En un
estudio realizado en hombres se demostré que la cantidad absoluta
de licopeno absorbida no parecia variar mucho con la dosis y que las
diferencias individuales tenian mayor impacto que la dosis en la
cantidad de licopeno absorbida (36). También se ha observado que, a
dosis altas, la concentracién de B-caroteno en el suero parece ser
independiente de la cantidad ingerida, sugiriéndose que el intestino
humano tiene una capacidad finita para absorber carotenoides. Asi
mismo, se ha visto que las dosis pequenas de carotenoides se pueden
absorber mas eficientemente. De este modo, los resultados no
dependen solo de la cantidad ingerida, que puede afectar a la
biodisponibilidad y, por tanto, a la bioactividad, sino que hay que
tener en cuenta otros factores como la fuente de carotenoides, otros
componentes de la dieta y factores relacionados con el individuo (7).
Los estudios de intervencién humana con disefio aleatorio, doble
ciego y controlado con placebo se consideran el gold standard o
“patrén oro” de la nutricion para probar los efectos de la dieta en la
salud (35). El presente estudio no tiene dichas caracteristicas, si bien
el efecto de la falta de un grupo con placebo podria verse minimizado
al actuar las voluntarias como propio grupo control. No obstante, los
resultados si que podrian verse afectados por el numero de
participantes, por la pertenencia de todas las voluntarias a una
misma area geografica y por la falta de muestras plasmaticas. A
pesar de estas limitaciones, los resultados muestran que la
suplementacién de la dieta con carotenoides es beneficiosa para las
mujeres perimenopausicas con riesgo cardiometabdlico. Esta
informacidén es de interés para el disefio de dietas para este grupo de
poblacidon, ya que los carotenoides contribuyen a la mejora de la
dislipemia aterogénica y de los biomarcadores de inflamacién y estrés
oxidativo.
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Tabla I. Contenido de carotenoides, expresado en mg/kg de producto
fresco en los diferentes alimentos utilizados en el estudio de
intervencion

Carotenoides Espinacas Zumo de Zumo de
cocidas naranja y tomate
zanahoria

Luteina + 70,97 £5,34 - -

zeaxantina

B-Criptoxantina - 69,47 = 2,09 -

a-Caroteno 69,45 =+ 0,9 76,9 = 3,54 -

B-Caroteno 116,69 = 3,25 89,68 = 6,1 72,52 +
0,04

Licopeno - - 154,31 +
4,66

Carotenoides 257,11 = 7,39 236,04 = 11,73 226,83 +

totales 4,7

Carotenoides

ingeridos a Ila 102,8 177,03 136,09

semana

(mg/semana)
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Tabla Il. Datos antropométricos de las voluntarias al inicio (T)) y al final

del periodo de intervencion (Tg)*

Parametros Valor T, Valor Tr p
Peso (kg) 74,4 £ 11,4 73,5+ 11,2 0,117
IMC (kg/m?) 29,3 = 3,7 29,1 £ 3,6 0,118
Porcentaje de grasa 39,9 = 6,0 39,2 £ 5,8 0,077
(%)

Altura (m) 1,6 = 0,05

ICC 0,9 = 0,06

'Datos expresados como media y desviacién estandar. Nivel de
significacién en p < 0,05.
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Tabla Ill. Datos bioquimicos de las voluntarias al inicio (T)) y al final del

estudio de intervencién (T¢), y valores de referencia recomendados

gue indican bajo riesgo cardiometabdlico?

Parametros Valor T, Valor Tr p Valores
de
referenci
a*

Proteinas (mg/dl) 7,105 6,604 < 0,001 6,4-8,3

Glucosa (mg/dl) 1004 = 100,3 36,2 0,956 0-105

) 32,8
Acido urico (mg/dl) 4,316 42+14 0,537 2,5-6,8
Colesterol 231,9 + 222,0+ 35,3 0,156 < 200
(mg/dl) 35,8
LDL (mg/dl) 142,7 + 111,8 £35,3 <0,001 130
32,0

VLDL (mg/dl) 20,2 + 24,3 £10,9 0,043 < 35
10,4

HDL (mg/dl) 68,9 + 859+17,1 < 0,001 45-120
11,9

TG (mg/dl) 101,2 + 121,7 £ 53,9 0,047 40-150
51,9

Lipoproteina 33,2 + 36,5* 36,4 0,144 =< 20

(mg/dl) 33,5

IA 35+x08 2,7+0,8 < 0,001 3,344

'Datos expresados como media

y desviacién estandar. Nivel de

significacién en p < 0,05. "Valores de referencia proporcionados por

Laboratorios Munuera S.L.U.
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Tabla IV. Concentracion plasmatica de carotenoides y biomarcadores
de estrés oxidativo, inflamacién y dafo endotelial al inicio (T)) y al

final del periodo de intervencién (Tg)?

Parametros Valor T, Valor Tr o

Concentracion de carotenoides

Luteina + zeaxantina 0,05 +0,04 0,07 £0,02 0,026

B-Criptoxantina 0,07 0,09 0,206 0,13 < 0,001

a-Caroteno Nd* 0,02 =+ 0,01 < 0,001

B-Caroteno 0,16 £ 0,12 0,44 = 0,20 0,002

Licopeno 0,29 £ 0,10 0,44 =£0,12 < 0,001

Biomarcadores de estrés oxidativo

MDA (nmoles/ml) 4,016 + 2,95+ 0,55 < 0,001
0,63

ORACy (mmolesEq. 13,54 + 13,21 = 2,67 0,582

Trolox/ml) 2,31

Biomarcadores de inflamacion y dano endotelial

Adiponectina (ug/ml) 579+ 0,59 6,13 +0,41 0,011

Proteina C-reactiva 2,08 2,67 < 0,05 0,021

(mg/l)

sVCAM-1 (ng/ml) 135,24 + 116,94 + 0,303
65,67 68,03

SICAM-1 (ng/ml) 34,51 + 29,41 +£ 19,02 0,346
12,73

!Datos expresados como media y desviacidon estandar. Nivel de
significacién en p < 0,05.
*Nd: no detectado.
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Fig. 1. Concentracién plasmatica de carotenoides totales (expresada

en ug/ml) al inicio (T)) y al final del periodo de intervencién (Tg).

*Indica diferencias significativas para p < 0,05.
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Perfil de carotenoides plasmaticos
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Fig. 2. Perfil de carotenoides plasmaticos al inicio (T)) y al final del
periodo de intervenciéon (T¢), expresado como porcentaje del
contenido total de carotenoides.
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