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Introducciéon

Background: NADPH oxidase is a source of reactive oxygen species that may con-
tribute to insulin resistance (IR). Aim: To assess the effect of a single oral dose of
vanillin (a putative inhibitor of the enzyme) on IR in humans. Material and Me-
thods: Using a crossover, random, double-blind design, eight lean and 10 obese
males ingested 600 mg of vanillin or placebo followed by the ingestion of 75 g of
glucose. Serum/plasma glucose, free-fatty acids, insulin, glutathione, C reactive
protein concentrations and red blood cell glutathione concentration were determi-
ned. Insulin resistance was estimated by the Matsuda index. Results: Under fasting
conditions, obese individuals had higher glucose and insulin and lower red blood
cell glutathione levels than their lean counterparts (p < 0.01). Serum free-fatty
acids, total and oxidized plasma glutathione concentrations were similar in both
groups. After glucose ingestion, obese individuals had a lower red blood cell total
glutathione concentration and increased plasma oxidized glutathione concentra-
tion than their lean counterparts (p < 0.05). In addition, obese participants had a
higher level of IR (p < 0.001) and impaired serum free-fatty acid suppression (p <
0.001) than their lean counterparts. Ingestion of vanillin did not modify any of these
variables when compared with placebo in obese individuals. In lean volunteers a
reduction in Matsuda index was detected when vanillin was administered, compared
to placebo (4.3 £ 0.6 and 3.6 £ 0.6 respectively;, p < 0.05). Conclusions: IR was
ameliorated after vanillin ingestion among lean but not obese participants.

Key words: insulin sensitivity, oxidative stress, apocynin, NOX2, inflammation,
obesity.

otra fuente relevante de EROs®’. Esta enzima puede ser acti-
vada por glucosa'®!!, insulina'? y acidos grasos'®!*4, Todas

sulinica (RI), en la cual la menor accion insulinica es
parcialmente compensada por una hipersecrecion de
la hormona'?. Tanto la obesidad como la RI se caracterizan
por ser estados pro-oxidantes y pro-inflamatorios®?. En efec-
to, el exceso de produccion de especies reactivas de oxigeno
(EROs) relativo a su neutralizacion (i.e., estrés oxidativo) ha
demostrado ser un factor causal de la RI°.
Las EROs poseen diverso origen sub-celular, siendo la
mitocondria la principal fuente de estas moléculas’. La oxi-
dacion de NADPH (catalizado por la NADPH oxidasa) es

l a obesidad esta usualmente asociada a resistencia in-

estas moléculas usualmente circulan en mayor concentracion
en obesidad. Al respecto, ratones obesos vs no obesos mues-
tran mayor expresion de algunas subunidades de NADPH
oxidasa (gp91phox y p47phox) en tejido adiposo’. En la
misma linea, individuos con sindrome metabolico muestran
mayor actividad de NADPH oxidasa en células mononuclea-
res sanguineas'®.

Esta enzima también desempena un papel central en las
alteraciones inducidas por lipidos en el metabolismo hepa-
tico de glucosa. En este sentido, la exposicion de una linea
celular de hepatocitos a palmitato redujo la capacidad de la



insulina por suprimir la liberacion de glucosa. Sin embargo,
este fenotipo se revirtié cuando la actividad de la NADPH
oxidasa fue bloqueada de manera farmacoldgica o molecu-
lar'3. Basado en lo anterior se ha propuesto que esta enzima
puede mediar las alteraciones metabdlicas derivadas de la
obesidad', lo cual ha incentivado la bisqueda de inhibidores
de esta enzima.

Existen diversos inhibidores de la NADPH oxidasa'”'®,
entre los que destaca la apocinina'. Esta molécula bloquea
la translocacion de p47phox desde el citosol a la membrana
celular, previniendo su unién a gp91phox, y de esta forma la
activacion del complejo enzimatico. Una molécula con alto
grado de homologia estructural a la apocinina es la vanillina
(Figura 1), este ultimo un ingrediente alimentario de amplio
uso en humanos®. La vanillina posee actividad inhibitoria
de NADPH oxidasa in vitro similar a la apocinina'®. Por otra
parte, recientemente demostramos que la vanillina inhibe
ex vivo el “estallido respiratorio” en higado de rata®', una
respuesta mediada por la activacion de la NADPH oxidasa
presente en las células de Kupffer??. Finalmente, el efecto in
vivo de un extracto vegetal rico en vanillina fue estudiado en
ratas alimentadas con una dieta alta en grasa por 8 semanas.
El grupo que recibi6 el extracto tuvo un perfil metabdlico
mas favorable, caracterizado por una menor concentracion
circulante de glucosa, triglicéridos e insulina®.

La evidencia anterior sugiere que la vanillina podria ser
una potencial estrategia para inhibir esta enzima y eventual-
mente prevenir las alteraciones metabdlicas asociadas al es-
trés oxidativo. En humanos, el estudio de la accion in vivo de
la ingesta de vanillina sobre pardmetros metabdlicos, infla-
matorios y oxidantes permanece inexplorado. Este es nuestro
primer estudio evaluando el efecto de una ingesta aguda y
elevada de vanillina en individuos con y sin obesidad sobre
la RI.

Sujetos y Métodos

Voluntarios

Ocho hombres delgados y 10 hombres obesos sanos (se-
gin examen fisico y de laboratorio), no fumadores fueron
reclutados por avisaje publico (Tabla 1). Ninguno de ellos
practicaba actividad fisica regularmente (> 60 min/semana),
estaba sometido a dieta para modificar la masa corporal, o
consumia farmacos y/o suplementos nutricionales. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Me-
dicina, Universidad de Chile, y los voluntarios firmaron el
consentimiento informado previo a su participacion.

Diseno experimental

Mediante un ensayo cruzado, aleatorio y de doble ciego
se determind el efecto de la vanillina sobre la RI. Después de
la visita inicial, los voluntarios acudieron al Departamento
de Nutricion (Universidad de Chile) en dos ocasiones en con-
diciones de ayuno nocturno de 10-12 h. Los voluntarios fue-
ron instruidos a mantener su dieta usual, evitar la actividad
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Figura 1. Estructura quimica de la apocinina y vanillina.

fisica intensa y consumo de alcohol por dos dias previos a
cada visita. En cada visita se determiné la masa y temperatu-
ra corporal. Posteriormente, se aplicé un cuestionario estan-
dar para evaluar la presencia/ausencia de sintomas durante
las ultimas 12 h. Luego, se instald una via para la extraccion
de sangre venosa antes (-10 min) y después (30, 60, 90 y
120 min) de la ingesta de glucosa mas placebo o vanillina.
Al tiempo cero, los voluntarios ingirieron 75 g de glucosa
disuelta en 290 ml de agua mas dos capsulas de vanillina
(600 mg en total) o placebo. Una vez terminada la extraccion
de sangre, se aplico el mismo cuestionario estandar, y esta
vez se consulto por la presencia/ausencia de sintomas duran-
te las ultimas 2 h. Finalmente, se determind la composicion
corporal mediante absorciometria de rayos X de energia dual
(DXA; Lunar DPX-L, Lunar Radiation Corp. Madison, WI).
La misma secuencia de procedimientos (excepto medicion
por DXA) se repiti6é 7 + 1 dias después.

Tabla 1. Caracteristicas de los individuos

Delgados Obesos p

n 8 10

Edad (afos) 22,2+2,9 30,4+10,4 0,05
Peso (kg) 65,6 + 7,4 91,7 + 10,8 < 0,0001
Talla (m) 1,71 £ 0,06 1,70 £ 0,08 0,96
indice de masa corporal (kg/m?) 22,5+ 1,7 31,7+ 1,9 < 0,0001
Perimetro de cintura (cm) 85+ 5 105+ 9 < 0,0001
Masa grasa corporal (%) 16,4 + 3,4 22,3+4,7 < 0,01
Colesterol total (mg/dl) 154 + 34 183 + 34 0,09
Colesterol HDL (mg/dl) 49 + 11 46 + 11 0,56
Colesterol LDL (mg/dl) 86 + 28 113 + 28 0,06
Triglicéridos (mg/dl) 96 + 47 121 + 38 0,23

Datos expresados en promedio y desviacion estandar.
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Capsulas

Cada capsula contenia 300 mg de vanillina o placebo
(dextrosa monohidratada grado alimenticio). Ambos tipos de
capsula estaban recubiertas por gelatina y fueron elaboradas
por Alfa Chilena S.A. (Santiago, Chile).

Glucosa, acidos grasos libres e insulina en suero

La glucosa fue determinada mediante el método de glu-
cosa oxidasa (error intra- e inter-ensayo < 1% y 1,5%, res-
pectivamente). Los acidos grasos libres mediante un método
colorimétrico (WAKO Chemicals, NEFA-HR2; error intra- e
inter-ensayo < 1%, respectivamente). La insulina mediante
un ensayo de quimioluminiscencia directa e inmunoensayo
de sandwich de dos sitios (ADVIA Centaur; Bayer®; error
intra- e inter-ensayo < 4,5% y 5%, respectivamente). Estos
analisis se realizaron a los tiempos -10, 30, 60, 90 y 120 min.
La respuesta integrada postprandial para cada metabolito u
hormona se determiné calculando el area bajo la curva (AUC)
mediante el método del trapezoide. Por su parte, el grado de
RI se estimo a partir de las mediciones de glicemia e insuline-
mia de ayuno y postprandial utilizando el indice de Matsuda.

Glutation total y oxidado en eritrocitos y plasma

La concentracion de glutation total (GSH) y oxidado
(GSSQ) se determind mediante un ensayo de reciclaje en-
zimatico basado en la accion de la glutation reductasa®-2.
Este ensayo tiene un error intra- e inter-ensayo < 1% y 2%,
respectivamente. La medicion de GSH y GSSG se realiz6 de
forma paralela en las muestras sanguineas extraidas en los
tiempos -10, 30, 60 y 120 min. A partir de estos valores se
determind el area bajo la curva (AUC) mediante el método
del trapezoide.

Proteina C-reactiva (PCR) ultrasensible en suero

La concentracion sérica de PCR se determind a través de
un kit ELISA ultrasensible (human hsCRP ELISA, Bioven-
dor, Czech Republic), el cual tiene un coeficiente de varia-
cion intra-ensayo de 2,9% e inter-ensayo de 4,1%. La medi-

cion se realizd a partir de muestras extraidas a los tiempos
-10y 120 min.

Sintomas y efectos adversos

La presencia de sintomas y efectos adversos se realizo
mediante un cuestionario estandar?’, el cual consulta por la
presencia de 34 sintomas (ej. cansancio, hambre, somnolen-
cia, etc.) a 4 intensidades (ausencia, ligera, moderada o in-
tensa presencia).

Analisis estadistico

Los datos se presentan como promedio + desviacion o
error estandar. Para el analisis se utilizo6 el programa estadis-
tico SAS version 9.2 (SAS Institute, Cary, NC). Los datos se
analizaron mediante analisis de covarianza (PROC MIXED)
con medidas repetidas. El tratamiento (placebo vs vanillina),
grupo (delgados vs obesos) y su interaccidon (tratamiento x
tiempo) fueron los efectos determinantes. La significancia
estadistica entre comparaciones multiples fue ajustada me-
diante el test de Tukey-Kramer. La frecuencia de sintomas y
efectos adversos se evalué mediante andlisis de . El nivel
de significancia fue de 5%.

Resultados

Todos los voluntarios completaron satisfactoriamente
el protocolo de estudio. No hubo cambios de masa corporal
durante el estudio en delgados (0,03 + 0,35 kg; p = 0,85) y
obesos (0,09 + 1,23 kg; p = 0,82). Las capsulas fueron bien
toleradas y la presencia o ausencia de sintomas y eventos
adversos fue similar entre el placebo y la vanillina (p > 0,05).

Proteina C-reactiva en suero y concentracion de
glutation total y oxidado en plasma

La concentracion de PCR en individuos obesos respecto
a delgados fue mayor cualquiera sea la condicion evaluada
(Tabla 2). No se observd cambios en la concentracion de
PCR en la transicion ayuno-postprandial (p = 0,50) o en res-
puesta a la vanillina (p = 0,66).

Tabla 2. Concentracién de proteina-C reactiva y glutation plasmatico en delgados y obesos

Delgados Obesos Grupo (G) Trat (T)
Placebo Vanillina Placebo VELTITE
Proteina-C reactiva [ayuno] (mg/l) 1,74 + 1,50 0,73 +0.26 3,38 £ 0,90 4,83+ 1,28 0,03 0,81 0,18
Proteina-C reactiva [120 min] (mg/l) 1,29 + 1,04 0,61 +0,23 3,13+0,74 5,06 £ 1,53 < 0,01 0,52 0,19
GSH plasma [ayuno] (mmol/l) 2,47 £ 0,35 3,29 +0,42* 2,98+0,76 1,77 + 0,40* 0,34 0,75 0,03
GSSG plasma [ayuno] (mmol/I) 0,73 +0,18 0,35+ 0,09 0,79 +0,13 0,87 +0,29 0,16 0,32 0,14
GSH/GSSG plasma [ayuno] 6,3 +2,7 21,4 £ 121 45 +0,6 6,8 +2,8 0,11 0,04 0,10
GSH plasma [0 - 2 h] (mmol-min-'-I-") 7,25+ 0,88 8,87 + 1,10 7,75 + 1,68 5,80 + 1,57 0,45 0,76 0,17
GSSG plasma [0 - 2 h] (mmol-min-'I") 1,25+ 0,16 1,170 £ 0,24 2,91 +0,17 2,50 + 0,55 < 0,01 0,22 0,58
GSH/GSSG [0 - 2 h] (mmol-min'-I") 52 + 21 47 + 18 25+ 11 16+ 4 0,04 0,59 0,91

GSH, glutation total; GSSG, glutatién oxidado; [0-2 h] corresponde al 4rea total bajo la curva en respuesta a la ingesta de glucosa; Trat, tratamiento
(placebo vs vanillina). *p < 0,05.
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La concentracion de glutation total y oxidado plasmatico
en ayuno fue similar entre grupos (Tabla 2). La razon glu-
tation total/oxidado fue diferente entre los dias de estudio
(p = 0,04, Tabla 2), lo cual no puede ser atribuido a la inges-
tion de la vanillina dado que la medicion se realizé en ayuno.
En respuesta a la ingesta de glucosa, se calculd el area bajo la
curva para el glutation total, oxidado y la razén entre ambos.
En relacion al glutation total, no hubo diferencias en funcion
del grupo o la vanillina. Sin embargo, el area bajo la curva
para el glutation oxidado fue mayor, y consecuentemente, la
razon glutation total/oxidado fue menor en obesos respecto
a delgados (Tabla 2). Ninguna de estas variables fue influen-
ciada por la ingesta de vanillina (Tabla 2).

Concentracion de glutation en eritrocitos

La concentracidn de glutation total en eritrocitos evalua-
da en ayuno (p = 0,04) o la respuesta integrada postpran-
dial (p = 0,02) fue mayor en delgados vs obesos (Figura 2).
Respecto al glutation oxidado no se observaron diferencias
entre grupos tanto en ayuno (p = 0,75) como postprandial
(p = 0,89) (Figura 2). De igual forma, no se observaron di-
ferencias entre grupos para la razon glutation total/oxidado.
Respecto al efecto de la ingesta de la vanillina, la concentra-
cion de glutation total u oxidado no fue modificada (p =0,37-
0,93; Figura 2).

Respuesta glicémica

Los obesos respecto a los delgados tuvieron mayor glice-
mia en ayuno (p < 0,0001) y postprandial (p <0,001) (Figura
3). En respuesta a la ingestion de glucosa, la glicemia alcan-
z6 el valor maximo a los 30 y 60 min en delgados y obesos,
respectivamente. A los 120 min, la glicemia fue similar a la
observada en ayuno en delgados (p = 0,78-0,95) y obesos
(p = 0,13-0,15). Respecto al tratamiento, la respuesta inte-
grada postprandial no fue modificada por la ingesta de vani-
llina en delgados (p = 0,97) y obesos (p = 0,97) (Figura 3).

Respuesta insulinica y grado de resistencia
insulinica

Los obesos respecto a los delgados tuvieron mayor insu-
linemia en ayuno (p < 0,01) y postprandial (p = 0,02) (Figu-
ra 3). En respuesta a la ingestion de glucosa, la insulinemia
alcanzé el valor maximo entre los 30 y 60 min en ambos
grupos (Figura 3). A los 120 min, la insulinemia fue similar
a la observada en ayuno en delgados (p = 0,67-0,99), pero no
en obesos (p < 0,05) (Figura 3). La respuesta integrada pos-
tprandial no fue modificada por la ingesta de vanillina vs pla-
cebo en delgados (p = 0,77) y obesos (p = 0,99) (Figura 3).

El grado de RI fue mayor en obesos vs delgados (menor
valor de indice de Matsuda, Figura 4). El tratamiento con
vanillina no modificé la RI en obesos, con una diferencia
relativa ([vanillina—placebo]/placebox100) de -3,7 + 9,0%
(rango: -47,0-48,2%; p = 0,69). Sin embargo, la vanillina vs
placebo mostrd una diferencia relativa de 27,6 = 11,8% (ran-
go: 0,2-98,4%; p = 0,05), es decir, el grado de RI fue menor
posterior a la ingesta de vanillina vs placebo.
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Figura 2. Concentracion de glutation total y oxidado en eritrocitos antes y des-
pués de la ingesta de glucosa en delgados y obesos. Linea continua: Delgados;
Linea discontinua: Obesos. Circulo abierto: Placebo; Circulo cerrado: Vanillina.
Datos expresado en promedio y error estandar.
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Figura 3. Concentracién de glucosa e insulina en suero antes y después de la
ingesta de glucosa. Linea continua: Delgados; Linea discontinua: Obesos. Circulo
abierto: Placebo; Circulo cerrado: Vanillina. Datos expresado en promedio y error
estandar.
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Figura 4. indice de resistencia insulinica en obesos y delgados después de la
ingesta de placebo y vanillina. Datos expresado en promedio y error estandar.
*Placebo vs Vanillina: p < 0,05.
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Acidos grasos libres

La concentracion de acidos grasos libres en ayuno fue
similar en delgados respecto a obesos (385 + 45 vs 484 +
55 umoles/l, respectivamente; p = 0,91). En respuesta a la
ingestion de glucosa, la concentracion de acidos grasos libres
disminuy6 en ambos grupos, sin embargo, se observo una ten-
dencia a una mayor supresion en delgados vs obesos (-84 + 4
vs -42 £ 17%, respectivamente; p = 0,09). Tal patron se hizo
evidente una vez calculado el area bajo la curva, existiendo
un menor valor en delgados vs obesos (216 + 23 vs 581 £ 105
pmoles min 1", respectivamente; p < 0,001). El tratamiento
con vanillina no modificé el grado de supresion (p = 0,59) o
respuesta integrada (p = 0,31) de acidos grasos libres séricos.

Discusion

La ingesta aguda de 600 mg de vanillina mostrd un mo-
desto aunque significativo efecto atenuador de la RI. Esto fue
evidente s6lo en delgados, mientras que en obesos, a pesar de
su mayor grado de RI, estrés oxidativo e inflamacion no hubo
modificaciones en este parametro. Los cambios en el grado
de RI inducidos por la vanillina no fueron acompafiados por
cambios en el estado oxidativo e inflamatorio, al menos en
los indicadores utilizados en este estudio.

Un aspecto a considerar en la interpretacion de estos re-
sultados es la exposicion a la vanillina que tuvieron delgados
y obesos. En humanos, la ingesta maxima permitida de va-
nillina es de 10 mg/kg/dia®, por lo que la dosis suministrada
en este estudio debiera ser inocua en la mayor parte de la po-
blacion adulta. Considerando la diferencia en masa corporal
entre grupos, la dosis suministrada por kg de masa corporal
fue en promedio 1,4 veces mayor en delgados vs obesos. Esto
puede haber determinado el menor potencial de detectar dife-
rencias en individuos con obesidad. Un modelo a explorar es
la administracion cronica de vanillina (ej. semanas o meses).
No optamos por tal intervencion por razones presupuestarias
y de seguridad de la dosis administrada, en parte por ser este
el primer estudio en humanos utilizando una dosis oral ele-
vada de vanillina.

La falta de resultados mas consistentes puede estar deter-
minada por una pérdida de actividad de esta molécula al ser
administrada por via oral. La vanillina puede ser oxidada en
presencia del pH acido del estbmago como también converti-
da en el higado a acido vanillinico. Este ultimo posee menor
actividad como inhibidor de NADPH oxidasa®3°. Adicional-
mente, la vanillina podria tener una baja tasa de absorcion
intestinal, previniendo su llegada a los 6rganos blancos. El
hallazgo que la infusion directa de vanillina al higado inhibio
el estallido respiratorio demuestra que esta molécula puede
efectivamente inducir cambios hepaticos?’. Aun asi, en el
presente estudio observamos una reduccion de la RI en todos
los individuos delgados posterior a la administracion oral de
vanillina vs placebo.

El indicador de RI utilizado en este estudio® no permite
dilucidar si la diferencia en RI esta atribuida a una menor
absorcion intestinal de glucosa, mayor utilizacion tisular de

glucosa o mayor capacidad supresora de la produccion hepa-
tica de glucosa.

Considerando que el intestino delgado seguido por el
higado seran los 6rganos de mayor exposicion a un agente
administrado por via oral, el efecto de la vanillina sobre tales
procesos puede ser un blanco interesante de estudio. Dado
que la respuesta glicémica fue similar entre el placebo y la
vanillina, sugiere que la absorcion intestinal de glucosa no
resultd afectada por la vanillina, aunque mediciones especi-
ficas permitiran confirmar este aspecto. De esta forma, si el
cambio en la RI no estd atribuido a diferencias en la absor-
cion intestinal de vanillina, y tomando en cuenta la relevan-
cia de este 6rgano en la regulacion de la tolerancia oral a la
glucosa y la RI?!, el potencial efecto atenuador de la vanillina
sobre la actividad de NADPH oxidasa, estrés oxidativo y RI
en higado parece una hipotesis atractiva.

En este estudio confirmamos el hallazgo que marcado-
res de estrés oxidativo e inflamacion estan aumentados en
obesos vs delgados®*'. Sin embargo, fracasamos en observar
el aumento en marcadores de estrés oxidativo e inflamacion
reportados en respuesta a la ingesta de una solucion oral de
glucosa, los cuales incluyen mayor expresion génica de IL 10,
IL1B, IL6, p47phox como también en el contenido proteico
de p47phox en membrana celular de células mononucleares
circulantes®3>. Algunos de estos cambios muestran ser ate-
nuados cuando sustancias anti-oxidantes naturales se consu-
men de manera conjunta con la glucosa*. Los indicadores de
estrés oxidativo e inflamacion usados en este estudio pueden
no ser suficientemente sensibles para detectar cambios agu-
dos en el estado inflamatorio y oxidante.

En conclusion, la ingesta de 600 mg de vanillina fue bien
tolerada por los individuos de este estudio. Su ingesta se
acompafié de una reduccion de la RI de manera consistente
en todos los sujetos delgados. Estos antecedentes estimulan
el estudio del efecto de dosis cronicas de vanillina incluyen-
do un numero de individuos que permita mayor poder para
detectar diferencias en los parametros estudiados.
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