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Resumen V

Resumen

Objetivo. La presente investigacion pretendio evaluar el efecto del consumo de la cantidad
recomendada frutas enteras sobre la expresion de mRNA de genes potencialmente
vinculados con un proceso que parece ser comun dentro de la fisiopatologia de las

enfermedades croénicas no transmisibles denominado meta-inflamacion.

Metodologia. Los voluntarios seleccionados para el estudio diligenciaron un instrumento
de frecuencia de consumo de alimentos y un cuestionario general de salud, tras lo cual
fueron asignados a uno de dos grupos de estudio: intervencion o control. Los individuos
de cada grupo recibieron un desayuno de prueba para la realizacién de un ensayo agudo.
Posteriormente, a los sujetos del grupo intervencion se les suministré +400g/d de frutas
enteras por un periodo de 15 dias, durante el cual los sujetos del grupo control mantuvieron
su dieta habitual. Dentro del tiempo de tratamiento se obtuvo un conjunto de muestras de
sangre periférica de los voluntarios, las cuales fueron empleadas para la determinacion de
la concentracion de algunos marcadores bioquimicos basicos y para la estimacion del nivel
de expresion de los genes TNFR, IL1R, IL6R, TLR2, TLR4 y NFkB.

Resultados. La expresion de los genes NFkB, IL6R y TLR2 fue diferencial respecto de la
frecuencia de consumo de alimentos de los grupos frutas enteras y lacteos y/o derivados,
ademas, la expresion del gen NFkB vario significativamente de acuerdo al nivel de estrés
auto-reportado por los voluntarios. El ensayo agudo no evidencié ningun efecto de la
ingesta de los desayunos sobre la expresion de los genes analizados. Finalmente, el
tratamiento con frutas enteras por 15 dias indujo cambios significativos en los niveles de
expresion de los genes NFkB e IL6R, ademas, maodific significativamente la concentracion

sérica de glicemia, colesterol total y colesterol HDL.

Conclusion. En esta investigacion se evidencié que la expresion de genes potencialmente
relacionados con el proceso de meta-inflamacion vario significativamente de acuerdo al

comportamiento de algunas variables del estilo de vida. Ademas, en este estudio se



\i Frutas, inflamacion y expresion génica

demostrd, por primera vez, que la intervencion in vivo en humanos con una cantidad de
frutas enteras equivalente a aquella sugerida por la medida en salud publica influencio la
expresion de genes clave en el proceso de meta-inflamacion, lo cual puede ser de gran

importancia en términos de la salud humana.

Palabras clave: frutas, inflamacion, expresion génica



Abstract VII

Abstract

Objetive. The present research aimed to evaluate the effect of consumption of whole fruits
on the mRNA expression of genes potentially linked to a process that appears to be
common within the pathophysiology of chronic non-communicable diseases called meta-

inflammation.

Methodology. Research participants completed a food consumption frequency instrument
and a general health questionnaire, after which they were assigned to a study groups:
intervention or control. Individuals in each group received a test breakfast for an acute trial.
Subsequently, subjects in the intervention group were given +400g/d whole fruits for 15
days while the individuals in the control group maintained their usual diet during this period.
A set of peripheral blood samples were obtained from the individuals during the treatment
period, in which the concentration of some basic biochemical markers as well as the
expression levels of the TNFR, IL1R, IL6R, TLR2, TLR4 and NFKB genes were determined.

Results. The expression of the NF«kB, IL6R and TLR2 genes was differential respect to the
habitual intake of whole fruits and dairy products, in addition, the expression of the NFkB
gene varied significantly according to the level of self-reported stress by the volunteers.
The acute trial did not show any effect of the intake of the test breakfasts on the expression
of the genes analyzed. Finally, the treatment with whole fruits for 15 days induced
significant changes in the expression levels of the NFkB and IL6R genes, in addition, this
intervention significantly modified the seric concentration of glycemia, total cholesterol and
HDL cholesterol.

Conclusion. In this research it was evidenced that the expression of genes potentially
related to the meta-inflammation process significantly varied according to the behavior of
some lifestyle variables. Moreover, this study demonstrated, for the first time, that in vivo

human intervention with an amount of whole fruits, equivalent to the recommended quantity
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of fruits and vegetables suggested in the public health measure, considerably influenced

the expression of key genes in the meta-inflammation process.

Key words: fruits, inflammation, gene expression
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Introduccion

El incremento particular de la morbimortalidad por las enfermedades crénicas no
transmisibles despertdé un interés mundial en generar medidas en salud publica que
permitieran hacer frente a este fendmeno, destacandose como un pilar fundamental de
estas ultimas la promocion de estilos de vida saludable dentro de las poblaciones (1—4).
La disminucion del consumo de tabaco y de la ingesta de alcohol, junto con el fomento de
la practica de actividad fisica regular y de la adopcion de habitos alimentarios saludables,
han sido las estrategias mas importantes en esta materia (1—4). Respecto de este ultimo,
el enfoque de las medidas se ha enmarcado en reducir el consumo de alimentos ricos en
sodio, carbohidratos simples y grasas saturadas e incentivar la ingesta de frutas y verduras
(1-4).

La relevancia de la investigacidon basica respecto de los procesos bioldgicos involucrados
en la prevencion, desarrollo y/o mantenimiento de las enfermedades crénicas no
transmisibles es indiscutible en la actualidad, ya que estas contintan teniendo un gran
impacto sobre la salud de la poblacién (4). Desde hace algunos anos se ha incrementado
el interés cientifico en un mecanismo bioldgico, que parece ser un factor comun dentro
estas enfermedades, consistente en un proceso inflamatorio crénico de origen metabdlico
denominado meta-inflamacién (5—8). La meta-inflamacion parece ser causada por una
estimulacion persistente de mediadores inmunes e inflamatorios por parte de diversos
inductores medioambientales, destacandose dentro de estos los vinculados con la dieta,
los cuales generan una respuesta sistémica que afecta la capacidad homeostatica del

organismo promoviendo un comportamiento patolégico de este ultimo (5-12).

El proyecto del genoma humano abrié la puerta a un amplio espectro de disciplinas
cientificas que tienen la posibilidad de ahondar, en un nivel muy basico de la biologia,
acerca de las complejas relaciones entre el organismo y su entorno, lo cual en términos de
salud-enfermedad ha resultado ser muy relevante. Dentro de estas disciplinas, la genémica

nutricional ha surgido como un nuevo campo de investigacion que ha mostrado tener un
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gran potencial, ya que los estudios desarrollados en la materia han evidenciado un
conjunto de interacciones sumamente complejas entre la dieta, el genoma y el epigenoma,
lo cual esta permitiendo identificar nuevos procesos bioldgicos involucrados en la historia
natural de las enfermedades, nuevos biomarcadores y nuevos blancos terapéuticos que,
en su conjunto, impactaran de manera favorable a las practicas asistenciales y a las

medidas en salud publica actualmente aplicadas (13-17).

Pese a lo sefialado en los parrafos previos, un aspecto que irébnicamente no ha sido objeto
de estudio en las diversas investigaciones se relaciona con la exploracién genético-
molecular de los posibles mecanismos biolégicos que explican por qué la adopcion de las
distintas medidas en salud publica, especificamente aquellas vinculadas con la promocién
de habitos alimentarios saludables, tienen la capacidad de reducir la carga de las
enfermedades crénicas no transmisibles en la poblacion. Con el propdésito de constituirse
en una aproximacion preliminar a esta interrogante, en el presente documento se dan a
conocer los fundamentos, métodos y resultados de una investigacion que indago acerca
del efecto del suministro de una cantidad de frutas enteras, equivalente al nimero de
porciones sugeridas por la medida relacionada con la promocién del consumo de frutas y
verduras, sobre la expresién de mMRNA de genes potencialmente vinculados con el proceso

de meta-inflamacién en muestras de sangre de adultos jévenes sanos.

Vale la pena sefialar que con esta investigacion se pretende aportar al conocimiento
cientifico acerca de los potenciales mecanismos biolégicos subyacentes a la adopcion in
vivo de las diversas practicas en alimentacién por parte de los individuos, lo cual en un
futuro podria soportar una fuente valiosa de informacion que sera de utilidad para los
distintos propdsitos en salud. Por otro lado, se busca incentivar la difusion de los diferentes
aspectos del campo de la genémica nutricional en el pais, con un interés particular en los
profesionales en nutricién y dietética, con lo cual se espera promover la puesta en marcha
de nuevas investigaciones interdisciplinarias que involucren de manera activa a estos
profesionales. Por ultimo, se aspira estimular la ensefanza de las tematicas vinculadas
con esta nueva disciplina cientifica en los diferentes contextos académicos del pais y se

desea promover la especializacién de mas profesionales en la materia.



1.Planteamiento del problema y justificacion

La promocioén de estilos de vida saludable ha sido uno de los pilares fundamentales para
contrarrestar el impacto las enfermedades cronicas no transmisibles, las cuales son la
principal causa de muerte a nivel mundial en la actualidad (1,2,4). La exploracion del
comportamiento de cada una de estas enfermedades, asi como del papel de los factores
potencialmente relacionados con estas, constituyen un aspecto muy importante para la
construccion de las distintas guias de practica clinica y de las diferentes medidas en salud
publica. Desde el punto de vista de la investigacién basica, en los ultimos afios ha habido
un creciente interés en un proceso inflamatorio crénico de origen metabdlico, denominado
meta-inflamacion, el cual parece ser un factor comun dentro de la fisiopatologia de estas
enfermedades (5—7,18-20).

La meta-inflamacién hace referencia a un mecanismo biolégico que se caracteriza por un
aumento cronico en la circulacion de diversos marcadores inmunes e inflamatorios a nivel
sistémico, lo cual parece ser promovido por una serie de factores ambientales y/o
comportamentales que incluyen a la dieta, el sedentarismo, el estrés, la privacion del
suefo, las particulas contaminantes del aire, los quimicos interruptores endocrinos, etc.
(6). La meta-inflamacién consiste de una red de interacciones complejas, en distintos
niveles biolégicos, que involucran los procesos inmune, inflamatorio y metabdlico, cuya
activacion parte de la estimulacion de los sistemas sensores de las diferentes células del
organismo por medio de algun inductor, lo que finalmente desencadena una serie de
eventos moleculares que generan respuestas generalizadas de variada connotacion
(12,18,20-22).

La dieta ha sido sugerida como un importante regulador de la meta-inflamacién, sin
embargo, la evidencia disponible al respecto se ha enfocado en el papel de los lipidos y
de algunos de los componentes no nutricionales contenidos en los alimentos (8,12,23-27).

En el primer caso, se ha sefialado que los lipidos puede tener efectos pro o anti-
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inflamatorios que son dependientes de diversos factores dentro de los cuales se destaca
el tipo de acidos grasos ingeridos y las caracteristicas de la matriz de alimento que contiene
a estos ultimos (8,12,23-29). En el segundo caso, se ha mostrado que los polifenoles
tienen un impacto fundamentalmente anti-inflamatorio, lo que es en parte explicado por
una serie de mecanismos de regulacién negativa que afectan distintos factores de caracter
pro-inflamatorio (8,23-25,27).

La meta-inflamacion parece ser un importante engranaje biolégico del vinculo entre el
medio ambiente y la prevencion y/o perpetuacion de las enfermedades cronicas no
transmisibles, por lo que develar su funcionamiento en los distintos niveles de la biologia
humana aportara una informacion muy valiosa para consolidar y/o reorientar algunas de
las practicas y/o medidas en salud aplicadas. Paraddéjicamente, un aspecto que no suele
ser de interés cientifico se relaciona con la descripcién del impacto de la adopcién de las
distintas medidas en salud publica, particularmente aquellas vinculadas con la
alimentacion y/o nutricion, sobre los diferentes procesos biolégicos sugeridos como
condicionantes para el desarrollo de las enfermedades crénicas no transmisibles, pese a
que la evidencia epidemioldgica ha sefialado un efecto favorable de estas medidas sobre

la morbimortalidad por dichas enfermedades en la poblacion.

En este contexto, una aproximaciéon desde el enfoque de la genémica nutricional podria
ser muy atractiva dado que esta disciplina cientifica, derivada del proyecto del genoma
humano, ha mostrado hallazgos muy interesantes para el entendimiento de los procesos
de salud y enfermedad, los cuales pueden ser enmarcados en tres aspectos principales:
la variacién en la respuesta del organismo a la dieta o sus componentes de acuerdo a las
caracteristicas Unicas en la secuencia de DNA de cada uno de los individuos; el impacto
de la dieta 0 sus componentes sobre la produccion de moléculas de RNA, proteina y
metabolitos por parte los diversos tejidos que conforman el organismo humano; la
modulacion de los distintos mecanismos de regulacién epigenética por parte de los
diferentes componentes de la dieta, cuyas interacciones parecen tener implicaciones de

tipo transgeneracional (30-37).

Teniendo en cuenta lo sefialado en los parrafos previos, la presente investigacion pretende
realizar una aproximacion preliminar en la que se comparen los niveles de expresion de

mRNA de un grupo de genes potencialmente relacionados con el proceso de meta-



1. Planteamiento del problema vy justificacion 5

inflamacion (TNFR, IL1R, IL6R, TLR2, TLR4 y NFkB) en células mononucleares de sangre
periférica de adultos jovenes, luego de que a los mismos se les suministre un cantidad de
frutas enteras equivalente al numero de porciones sugeridas por la medida en salud publica
vinculada con la promocion del consumo de frutas y verduras, ésta ultima basada en la
recomendacion de un grupo de expertos quienes sefialaron un impacto positivo de la
ingesta de alimentos de estos grupos sobre la prevencion del desarrollo de las

enfermedades crénicas no transmisibles (1,38).

Con los posibles resultados de esta investigacion se espera obtener informacion de un
mecanismo biolégico potencialmente regulado por la adopcion in vivo de una medida
alimentaria y/o nutricional ampliamente recomendada desde el punto de vista de la salud
publica, con lo cual se busca aportar al conocimiento cientifico acerca del impacto de los
habitos alimentarios sobre la expresion de genes probablemente vinculados con distintos
resultados en salud en el corto y largo plazo, por otro lado, contribuir al desarrollo en el
pais de investigaciones en el area de la gendmica nutricional por parte de nutricionistas-
dietistas que estén integrados a grupos interdisciplinarios y, por ultimo, promover en un
futuro la inclusién de este tipo de evidencia como fuente de informacién basica para la
construccién de las guias de practica asistencial y de las medidas en salud publica en

materia de alimentacién y/o nutricion.



2.0bjetivos

2.1 General

Comparar los niveles de expresién de mRNA de genes relacionados con el proceso de
meta-inflamacion en células mononucleares de sangre periférica de adultos jévenes, antes

y después de una intervencién nutricional con frutas.
2.2 Especificos

A. Realizar un analisis descriptivo de las variables nutricionales de los sujetos de estudio
y los niveles de expresion de mRNA de los genes TNFR, IL1R, IL6R, TLR2, TLR4 y

NFkB antes de la intervencién nutricional con frutas.

B. Establecer las diferencias en los niveles de expresion de mRNA de los genes TNFR,
ILT1R, IL6R, TLR2, TLR4 y NFkB, antes y después de la intervencion nutricional con

frutas.



3.Marco referencial

3.1 Genoémica nutricional

La relacion del genoma con la alimentacion y/o nutricion en la especie humana es objeto
de estudio de una disciplina relativamente reciente de la ciencia, derivada del proyecto del
genoma humano, denominada gendmica nutricional. Si bien no hay un acuerdo respecto
de su definicién, ha sido comunmente enmarcada en tres enfoques que son
complementarios entre si: uno en el cual se analiza el efecto de los distintos cambios en
la secuencia de nucleétidos de la molécula de DNA sobre la respuesta a los componentes
de la dieta; otro por el cual se evalua el impacto de estos componentes sobre la expresion
de la molécula de DNA vy, finalmente, uno en el que se indaga acerca de las interacciones
entre dichos componentes y los mecanismos epigenéticos que regulan la estructura y
funcién de la molécula de DNA (13,14,39—41).

En el primer enfoque se busca determinar la existencia de asociaciones entre la dieta, o
sus componentes, y algunas variaciones en la secuencia de nucledtidos de la molécula
DNA (Ej. SNPs, CNVs, VNTRs, STRs, etc.), con el fin de identificar genotipos protectores,
neutros o predisponentes para el desarrollo de enfermedades relacionadas con la
alimentacion (42—45). En el segundo enfoque se exploran los cambios que la dieta, o sus
componentes, generan sobre la produccion de moléculas de RNA, proteina y/o metabolito,
de lo cual se pueden construir redes de interaccién molecular que permiten identificar
procesos biolégicos potencialmente modulados en distintos estados fisiolégicos y/o
patoldgicos (24,37,46,47). En el tercer enfoque se establecen las interacciones entre la
dieta, o sus componentes, y los distintos mecanismos epigenéticos tales como la
remodelacion de la cromatina, la modificacion quimica de las proteinas histonas, la
metilacion del DNA, etc. (40,41,48,49).
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La importancia de estos enfoques radica en la posibilidad de prescribir dietas que se
ajusten al genotipo (nutricion personalizada); en la capacidad de identificar nuevos
biomarcadores con potencial utilidad en la prediccion temprana y/o seguimiento del riesgo,
asi como en el monitoreo de la evolucion de los distintos estados patoldgicos; y en la
determinacion de nuevos procesos biolégicos de interés terapéutico (15—-17,50-52). Todos
estos aspectos permitiran reducir la exposicion, individual y/o colectiva, a potenciales
factores de riesgo vinculados con las practicas en alimentacion, a través de la construccion
y/o reorientacion de las guias de manejo terapéutico y de las medidas en salud publica
aplicadas en materia de alimentacién y nutricion, por otro lado, favoreceran el desarrollo
de nuevos productos farmacoldgicos, nutricionales y alimenticios con mayores

propiedades favorables sobre la salud (15,50,51).

La gendmica nutricional, en el contexto del organismo humano, enfrenta una serie de retos
importantes en su aplicacién dentro de los cuales se destacan aquellos vinculados con: la
variabilidad interindividual, que en la molécula de DNA es representada por los distintos
genotipos y por las diferentes manifestaciones funcionales de esta, mientras que en el caso
de la dieta, se vincula con los distintos patrones alimentarios y por la enorme diversidad
de caracteristicas de los alimentos y/o productos alimenticios disponibles para el consumo;
la dificultad en la realizacién de intervenciones nutricionales in vivo; la cuantificacién de la
dieta bajo aproximaciones retrospectivas y prospectivas no controladas; el limitado acceso
a los distintos tejidos que conforman el organismo; el reducido conocimiento, interés y
capacidad técnico-cientifica de los profesionales relacionados con la alimentacion y/o
nutricion; las diferentes consideraciones éticas, legales, socio-econémicas y culturales de

su aplicacién, etc. (15,50,51).

3.2 Expresion génica

La expresién génica hace referencia a un mecanismo biolégico altamente complejo que
tiene como propdsito la produccion de moléculas de RNA y la sintesis de péptidos y/o
proteinas a través de los procesos de transcripcién y traduccion, respectivamente (53-59).
La expresion génica parte de la molécula de DNA cuyas fuentes principales en el
organismo humano se ubican en el nucleo de las células, en las mitocondrias y en el
microbioma (60-62). EI DNA nuclear es particular ya que, ademas de almacenar la

informacion primordial de la especie, es capaz de unirse a proteinas denominadas histonas
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que le permiten superenrrollarse en estructuras hiperdensas conocidas como
cromosomas, las cuales exhiben una gran dinamica molecular que es determinante en la

regulacion de la actividad funcional del DNA (63—66).

El primer proceso involucrado en el mecanismo de expresion génica es la transcripcion, en
el cual diversas regiones del cromosoma se descondensan simultaneamente debido a una
separacion temporal entre el DNA y las histonas, lo que permite que proteinas
denominadas factores de transcripcion se unan a la doble hélice del DNA, promuevan el
desacoplamiento transitorio de las dos cadenas nucleotidicas y, a partir de una de ellas,
estimulen la sintesis de moléculas de RNA por accién de las enzimas RNA polimerasas
(53-56,65,66). Las moléculas de RNA generadas son de distintos tipos dentro de las
cuales se tienen las ribosomales (rRNA), las de transferencia (tRNA), las mensajeras
(mRNA), las pequefias no codificantes (p. ej. miRNAs), etc., todas ellas exportadas
posteriormente al citoplasma donde participan de manera activa en el proceso de
traduccioén (67-69).

La traduccion es el segundo proceso vinculado con la expresidén génica, el cual parte del
acoplamiento de un complejo proteina-rRNA, conocido como ribosoma, a una molécula de
MRNA. Una vez fijado en el mRNA, el ribosoma se mueve a través de esté en tripletas de
nucledétidos (codones) hasta hallar una que contenga la secuencia AUG, a esta se une una
tripleta complementaria (anticodon) contenida en un tRNA especifico que a su vez
transporta el aminoacido metionina en otro de sus extremos (56-59). La metionina se
acopla a una region especifica del ribosoma constituyendo el primer aminoacido de la
cadena de péptido y/o proteina en construccion, a partir de este punto el ribosoma se
mueve sin saltos por codones en el mRNA uniendo en cada caso el anticodon
correspondiente, y por tanto enlazando de manera sucesiva un nuevo aminoacido a la
cadena de péptido y/o proteina, mecanismo que culmina cuando el ribosoma se tope con

un codon de parada para el cual no existe ningun tipo anticodon (56-59).

El péptido y/o proteina generada es liberada del ribosoma y posteriormente transportada,
a través de distintos mecanismos, a su correspondiente sitio de accion (70-72). Un aspecto
importante a destacar en este punto es que el mMRNA es una versién madura de una
molécula precursora denominada pre-mRNA., caracterizada por contener regiones

codificantes o exones separadas entre si por regiones no codificantes o intrones (73,74).
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El pre-mRNA es sometido en el nucleo celular a complejos procesos de edicion de bases
y el corte-empalme (splicing), que tienen como fin unir los exones en una unica molécula
codificante, el mRNA (73-78). La importancia de este ultimo hecho radica en que los
exones de un pre-mRNA pueden ser combinados de distintas maneras para dar origen a
dos 0 mas mRNAs, y por tanto a un numero igual de péptidos y/o proteinas, las cuales

pueden expresarse o0 no de manera simultanea (73-78).

El conjunto de RNAs (transcriptoma), péptidos/proteinas (proteoma) y metabolitos
(metaboloma) producidos en una muestra bioldgica, esta ultima obtenida en un momento
y circunstancia especifica, pueden ser determinados por medio de técnicas moleculares
altamente robustas tales como los microarreglos, la secuenciacion de ultima generacion,
la espectrometria de masas, etc. (79,80). La informacion obtenida es analizada haciendo
uso de herramientas bioinformaticas que permiten generar perfiles de expresion, identificar
vias metabdlicas y construir redes de interaccion, que establecen la identidad de las
moléculas sintetizadas, el nivel de produccion de cada una de ellas y las posibles
relaciones funcionales entre las mismas, aspectos que son variables dependiendo del tipo
de muestra y de los factores, intrinsecos y/o extrinsecos, a los que dicha muestra esta

expuesta en un entorno y momento determinado en el tiempo (81).

Finalmente, se debe tener presente que la variabilidad en la expresion génica da cuenta
de interacciones dinamicas entre el componente genético y el medio en el que este se
encuentra, aspecto que se ha sugerido es regulado por una serie de mecanismos
complejos denominados epigenéticos, que parecen ser claves en la determinacion de los
rasgos -o fenotipo- que son propios de un individuo particular (82,83). Los mecanismos
epigenéticos mas relevantes para el proceso de expresion génica incluyen la modificacion
quimica de las proteinas histonas, la metilacién de las regiones promotoras de las
secuencias codificantes del DNA, la interferencia por RNAs no codificantes, etc., los cuales
determinan que regiones del DNA se liberaran de manera temporal, que factores de
transcripcién podran unirse a dichas secuencias y cuales moléculas de RNA van a ser

producidas y/o traducidas a proteinas (82—-86).
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3.3 Alimentacién, nutriciéon y salud humana

El impacto de la alimentacion y/o nutricion sobre la salud de los individuos ha sido
principalmente caracterizado por investigaciones de tipo epidemiolégico que han sefalado
la importancia de las practicas de alimentacion sobre el comportamiento de la
morbimortalidad por distintas enfermedades. Si bien diversas disciplinas de la ciencia,
incluidas las moleculares, han buscado de manera simultanea develar los posibles
mecanismos biolégicos involucrados en este fendmeno, la evidencia actual aun es
insuficiente para dar una explicacion holistica que permita determinar por qué y como un
individuo puede mantener una condicion saludable o, por el contrario, transitar hacia un

estado de riesgo y/o enfermedad (15,50,51).

Desde el punto de vista de la expresién génica, las tecnologias masivas de uso reciente
(microarrays, secuenciacion, espectrometria de masas, etc.) han evidenciado la necesidad
de caracterizar el estado natural de un organismo. Lo anterior, por ejemplo, ha sido
plasmado en estudios que comparan variedades nativas y transgénicas de plantas, donde
las diferencias observadas entre distintos especimenes de la misma variedad nativa han
sido mayores que aquellas identificadas entre estas y su contraparte transgénica, aspecto
que parece ser acentuado cuando dichas plantas no comparten los mismos estados
fisiologicos ni las mismas condiciones medioambientales (87), sugiriendo un gran espectro
en la variabilidad de un estado aparentemente indistinto entre los diferentes especimenes

de un mismo tipo de organismo.

En el caso del organismo humano no ha sido definido un estado natural, que este contexto
podria ser entendido como una condicion saludable, no obstante, algunas aproximaciones
que han contrastado el comportamiento genético de distintos individuos han sefalado que
existe una gran variabilidad en la expresién génica a nivel interindividual, asi como entre
los diferentes tejidos, indicando que el organismo humano es también diverso en su estado
natural (26,88-91). Lo referido anteriormente destaca que en el organismo humano es
también requerido una caracterizacion de la condicion saludable, lo cual sera
particularmente relevante cuando se pretendan identificar de manera precisa los
potenciales factores, asi como los mecanismos vinculados a estos, que definen el

comportamiento del binomio salud-enfermedad.
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Considerando que la alimentacidon y/o nutricién constituye uno de los principales
condicionantes para la salud, la investigacion de sus efectos sobre la expresién génica es
completamente pertinente, aunque bajo ninguna circunstancia resulta ser sencilla. En este
sentido, se debe tener presente que la alimentacion y/o nutricion humana es también
altamente variable, lo cual se representa por un complejo proceso de seleccion e ingesta
de alimentos, particular de cada individuo, que depende de una serie de factores de
naturaleza bioldgica, cultural, socioeconémica, psicoldgica, etc. (92—-95). Adicionalmente,
otro aspecto que contribuye a la variabilidad de este condicionante es la diversidad casi
ilimitada en los alimentos y/o productos alimenticios disponibles para el consumo, cuyas
caracteristicas intrinsecas influyen sobre la biodisponibilidad, la cual puede comportarse
de manera diferencial cuando dichos alimentos y/o productos alimenticios se ingieren solos

o en combinacion con otros (96-100).

Finalmente, vale la pena sefalar que las investigaciones que pretendan estudiar al
organismo humano abordando los aspectos sefalados, deben tener presente los
siguientes aspectos: el tipo de estudio que se vaya a llevar a cabo, ya sea retrospectivo,
prospectivo o una combinacion de ambos; el modelo sobre el cual se va a analizar el
comportamiento bioldgico (celular, tisular o in vivo), asi como la condicién fisiolégica o
fisiopatoldgica del mismo (saludable, a riesgo o patoldgica); la unidad alimentaria y/o
nutricional que sera objeto de analisis, dentro de las cuales se tiene al patron alimentario,
las comidas de prueba, los grupos de alimentos, los alimentos individuales, los nutrientes
o los compuestos bioactivos no nutricionales; y el componente de la expresion génica a
ser evaluado, el cual puede ser el transcriptoma, el proteoma, el metaboloma o distintas

combinaciones de estos.

3.4 Meta-inflamacién y salud humana

Las enfermedades y/o condiciones cronicas no transmisibles mas persistentes en la
actualidad (obesidad, resistencia a la insulina, diabetes, etc.) estan estrechamente
asociadas con un proceso de inflamaciéon crénico caracterizado por una produccion
anormal de citoquinas, incremento de las moléculas de fase aguda y activacion de una red
de vias de sefalizacion inflamatorias (5,6,11). Diversos mediadores importantes tales
como las citoquinas (Ej. TNF, IL6 e IL1B), los receptores celulares (Ej. LXR, TLRs e ILRs),

los factores de transcripcion (Ej. PPARs y NFkB), etc., son los mas relevantes durante los
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procesos de inflamacion, adicionalmente, el estrés del reticulo endoplasmatico (ER) ha
sido sugerido como un mecanismo intermediario vital en el mantenimiento del estado

cronico de este tipo de inflamacién (5,11,12,101,102).

La meta-inflamacion, denominada asi por su relacién con el sistema metabdlico, es una
condicion inflamatoria crénica, principalmente activada por nutrientes y por el superavit
metabdlico, que cursa sin las marcas de la inflamacion clasica (hinchazoén, enrojecimiento,
dolor y fiebre) aunque involucra los mismos mecanismos mediadores (5,6,11). La meta-
inflamacién difiere de la inflamacion clasica en que es de bajo grado, puesto que causa un
pequefo aumento en los marcadores inmunoldgicos y pro-inflamatorios, es persistente y
resulta en alostasis cronica, tiene efectos sistémicos mas que locales, es activada por
distintos estimulos intrinsecos y extrinsecos, parece perpetuar mas que resolver la

condicion inflamatoria y esta asociada con una reducida tasa metabdlica (6,10,11,27).

La meta-inflamacion puede darse por una respuesta intermedia del sistema inmune a
ciertos inductores los cuales, al ser persistentes, pueden conducir al desarrollo y
mantenimiento de condiciones dismetabdlicas que son relevantes para la adquisicién de
una condicién patolégica cronica (6,11). Dentro de los principales inductores identificados
en este proceso inflamatorio se destacan aquellos relacionados con comportamientos del
estilo de vida moderno tales como una nutricion inadecuada, inactividad fisica, falta de
suefio y el estrés, asi como los componentes del medioambiente actual como lo son la
polucion del aire, los quimicos disruptores endocrinos y las condiciones socioeconémicas
de inequidad y desigualdad, inductores que son agrupados en una categoria conocida

como antrop6égenos ya que son producto de la actividad humana (6,10,11,27).

La meta-inflamacioén evidencia la estrecha relaciéon entre el sistema inmune y el sistema
metabdlico, lo cual desde el punto de vista evolutivo ha sido ejemplificado por el cuerpo
graso de Drosofila, estructura que constituye un tejido en el que confluyen las funciones
de sus homélogos mamiferos: adiposo, hepatico, inmune y hematopoyético (5). En el
cuerpo graso se desarrollan funciones cruciales tales como la deteccion de la
disponibilidad de energia/nutrientes y la coordinacién de las respuestas a patégenos,
siendo estas ultimas dependientes, en gran medida, de las condiciones metabdlicas del
organismo, pese a que dichas funciones son llevadas a cabo por tejidos especializados en

el caso de los mamiferos, al observar la arquitectura de dichos tejidos es claro que persiste
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el vinculo entre el metabolismo y la inmunidad, ya que las células metabdlicas e
inmunolégicas estan muy cercanas unas de ofras y muestran actividades

interdependientes (5).

Si se considera lo anterior, no es de extrafiar que los activadores metabdlicos (Ej.
nutrientes) puedan inducir respuestas inmunolégicas (Ej. inflamacion) y que los patégenos
puedan evocar y regular respuestas metabdlicas, aspecto que ha sido vital para la
supervivencia de los organismos, sin embargo, frente a una situacién como la actual, en la
que hay un excesivo y continuo suministro de energia/nutrientes en un sistema sinérgico
de delicado balance, tal como el inmuno-metabdlico, parece haber un problema de falta de
adaptacion de dicho sistema que lleva a una alteracion cronica de la homeostasis
metabdlica y por ende a respuestas inmunes aberrantes, las cuales han sido sugeridas
como uno de los principales detonantes para el desarrollo de las enfermedades crénicas
no transmisibles (5,6,10,11,27,101,102).

3.5 Frutas y salud humana

De forma estricta el término fruta se refiere al ovario maduro, las semillas y la estructura
en que estos ultimos se combinan, sin embargo, definiciones como la anterior no son
aplicadas de manera uniforme en la practica de la nutricion ya que al parecer factores
sociales y culturales son los que determinan qué diferencia a una fruta de otros tipos de
alimentos que botanicamente podrian ser denominados como tal (103,104). Este grupo de
alimentos incluye distintas familias botanicas tales como Vitaceae (uvas), Rutaceae
(pomelo, lima, mandarina, naranja), Rosaceae (manzana, mora, cereza, melocoton, pera,
fresa, ciruela), Palmae (coco), Musaceae (banano), Cucurbitaceae (melén), Caricaceae
(papaya), Bromeliaceae (pifia), Annonaceae (chirimoya, andn), Actinidiaceae (kiwi),

Anacardiaceae (mango), etc. (104).

Las estadisticas poblacionales respecto del consumo de frutas son variables tanto en la
fuente de informaciéon de donde se obtienen, asi como en el tipo de dato reportado. En
Estados Unidos, el Centro para la Prevencion y Control de Enfermedades sefialé que el
13,1% de los adultos encuestados consumio la cantidad recomendada de frutas (105); en
el Reporte Europeo de Salud y Nutricidon se indicd que las regiones central, este y sur

registraron los valores de ingesta de frutas mas altos (+x200 g/d), los cuales fueron
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considerablemente bajos en las regiones del norte y oeste (<130 g/d), no obstante, el
reporte sefiald que el continente no logré la meta de consumo de frutas y verduras (106);
en Australia, la Encuesta Nacional de Salud evidencioé que cerca del 26% de la poblacién
adulta alcanzé el consumo sugerido de frutas establecido en las guia alimentarias (107);
finalmente, en el caso colombiano, la ENSIN 2010 indicé que alrededor del 27,7% de la

poblacion refirié una ingesta diaria de frutas enteras (108).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en acuerdo con los estados miembros, lanzé
en 2004 la Estrategia mundial de alimentacion, actividad fisica y salud dentro de la cual se
recomendd promover el consumo de frutas y verduras, cuya meta poblacional fue
establecida en la ingesta de al menos 400 g/d teniendo en cuenta la recomendacion
realizada por un comité de expertos (38), los cuales sefialaron un efecto favorable de estos
alimentos sobre la morbimortalidad por diversas enfermedades crénicas (1). A partir de
este punto se extendié un interés en la investigacion sobre distintos aspectos de estos
grupos de alimentos incluyendo aquellos relacionados con su impacto en la salud, con la
identificacion de nuevos compuestos bioactivos no nutricionales de interés para industria
farmacéutica y alimentaria con el fin de desarrollar nuevos medicamentos, productos
nutricionales o alimentos funcionales, y con la aplicacion de distintos procesos
biotecnoldgicos con el propésito de incrementar las propiedades nutricionales de los

alimentos que conforman dichos grupos (109-115).

En cuanto al impacto en salud, comiunmente el papel de la ingesta de frutas no se evalua
de manera independiente sino en conjunto con el de las verduras. Al respecto, un reciente
meta-analisis que utiliz6 como fuente de datos estudios de cohorte de poblaciones de
Estados Unidos y Europa, concluyé que la ingesta de frutas y verduras no se relacion6 con
el incidente por diabetes mellitus tipo 2 en los adultos mayores (116). Por otro lado, un
estudio que analizd el papel del consumo de frutas y verduras sobre la incidencia de
hipertension en tres estudios de cohorte, reporté que las tasas de riesgo fueron de 0,92
(0,87-0,97) para la ingesta de frutas y de 0,95 (0,86-1,04) para el consumo de verduras,
luego de comparar los individuos que ingirieron una cantidad de dichos alimentos inferior
0 superior a 4 porciones/semana, ademas, la investigacion senalé que la ingesta de brécoli,
zanahoria, soya, uvas pasas y manzana se asocié con un bajo riesgo de hipertensién
(117).
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Adicionalmente, un meta-analisis que abordé las relaciones de la ingesta de frutas y
verduras con el riesgo de enfermedad cardiovascular, cancer y la mortalidad general,
indicd que asociaciones inversas fueron observadas entre el riesgo de enfermedad
cardiovascular y el consumo de frutas citricas, verduras de hoja verde y ensaladas,
comportamiento que fue también evidenciado para el riesgo de cancer y la ingesta de
verduras de hoja amarilla (118). Por su parte, un estudio que busco determinar si la
asociacion entre la ingesta de carne roja y distintas causas de mortalidad difiri6 de acuerdo
al consumo de frutas y verduras en dos cohortes poblacionales, sefialé que se presento
un incremento del 21% en el riesgo por todas las causas de mortalidad y del 29% en el
riesgo de mortalidad por enfermedad cardiovascular, al comparar los individuos del quintil
mas bajo con aquellos ubicados en el quintil mas alto de ingesta de carnes rojas, resultados
que se mantuvieron constantes independientemente de las variaciones en la ingesta de

frutas y verduras (119).

Por ultimo, un meta-analisis que indago acerca de la eficacia del suministro de frutas y
verduras o del asesoramiento para promover un incremento en el consumo de estos
alimentos en la prevencion primaria de la enfermedad cardiovascular, indicé que los
ensayos en los que se proporcionaron estos alimentos no se observé una fuerte evidencia
de los efectos de esta intervencion sobre los factores de riesgo cardiovascular, por el
contrario, el asesoramiento mostré algunos efectos favorables sobre la presion sanguinea
y los niveles de colesterol LDL (120). Pese a los resultados sefalados, los autores
resaltaron que el numero de investigaciones que examinaron el suministro y/o
asesoramiento para aumentar el consumo de frutas y verduras en ausencia de
intervenciones adicionales fue sumamente limitado, por lo que es necesario que mas

estudios sean desarrollados para confirmar los hallazgos reportados (120).

Respeto del segundo aspecto, distintas frutas muestran un espectro interesante de
compuestos bioactivos dentro de los cuales se destacan la cianidina, la malvidina, la
pelargonidina, la delfinidina, la quercitina, la miricetina, el kaempferol, el resveratrol, los
acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico, la procianidina, la propelargonidina, los
elaginatinos, los lignanos, la naringenina, la hesperidina, los carotenoides, los
withandlidos, los fitoesteroles, etc., cuya concentracion en este grupo de alimentos varia
sustancialmente dependiendo de factores intrinsecos y extrinsecos tales como la genética,

el clima, el suelo, etc (121-125). Las principales propiedades en salud atribuidas al
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conjunto de compuestos bioactivos identificados en las frutas se vinculan con efectos
antioxidantes, antitumorales, antiaterogénicos, antiinflamatorios, antimicrobianos,

antivirales, antimutagénicos, antitoxicos, antilipogénicos, antiagregantes, etc (121-125).

Finalmente, con relacion al tercer aspecto se tiene a la biofortificacion, la cual se define
como un proceso por el cual se aumenta la calidad nutricional de un alimento a través de
practicas de mejoramiento convencional o por medié de herramientas biotecnoldgicas, con
el fin de mitigar las deficiencias nutricionales en las poblaciones mas vulnerables (126) .
La biofortificacién ha sido extensamente aplicada sobre alimentos de alto consumo tales
como el arroz, el maiz, la papa, etc., en los cuales se han incrementado los niveles de
micronutrientes criticos para la nutricion humana como lo son la vitamina A, el zinc y el
yodo (114,115). En términos de las frutas, los trabajos desarrollados se han enfocado en
aumentar los niveles de vitamina A y hierro en el banano e incrementar las cantidades de
antiocianinas en las manzanas (113,127,128), sin embargo, el uso de estos alimentos
como parte de la dieta de los individuos es incierto debido, en gran medida, a las distintas
discusiones de tipo politico, social, econémico y cultural vinculadas al consumo de

alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos (113,115).

3.6 Estado del arte: alimentacion, nutriciéon y expresion de
RNA en humanos

3.6.1 Consideraciones

La investigacién acerca del impacto de los distintos factores alimentarios y/o nutricionales
sobre la expresién génica en humanos, particularmente sobre la produccion de moléculas
de RNA, ha sido realizada a través de estudios que han utilizado modelos in vitro (células
y/o tejidos) y modelos in vivo (animal o0 humano). Si bien los datos obtenidos en cada uno
de estos modelos aportan una informacién sumamente valiosa para el objeto de estudio
inicialmente mencionado, la investigacion aplicada en humanos considera una serie de
factores que en los otros modelos no pueden ser evaluados, lo que en términos
alimentarios y/o nutricionales estan representados por los diversos determinantes
ambientales, biolégicos, psicoldgicos, socio-econdmicos y culturales que condicionan las

decisiones en alimentacién de cada uno de los individuos de la especie.
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Los analisis realizados en humanos se han centrado en explorar los cambios en la
expresion del RNA aplicando o no intervenciones alimentarias y/o nutricionales. En el
primer caso, los estudios se han enfocado en dos aspectos principales: por un lado,
establecer el efecto del suministro de nutrientes, compuestos bioactivos no nutricionales,
alimentos, grupos de alimentos, comidas de prueba (test meal) o dietas especificas y, por
el otro lado, determinar el impacto del asesoramiento nutricional. En el segundo caso, se
ha optado por establecer posibles asociaciones considerando la informacién alimentaria
y/o nutricional derivada de instrumentos de frecuencia de consumo de alimentos, tales
como los patrones alimentarios y el consumo de nutrientes, compuestos bioactivos no
nutricionales, alimentos y grupos de alimentos. Considerando lo anterior, algunos de los
hallazgos disponibles en esta materia en el ultimo afio son descritos en el presente

apartado.

3.6.2 Evidencia cientifica reciente

En una investigacion en la que mujeres con exceso de peso siguieron una dieta restringida
en energia, la cual se acompano de un placebo o un suplemento compuesto por acido a-
lipoico (LA), acido eicosapentaenoico (EPA) o una combinacion de ambos, se observé que
la intervencion estimuld la expresiéon del gen IL10 e inhibié la expresion del gen ADGRE1
en las muestras de tejido adiposo de las voluntarias que recibieron EPA solo o en
combinacion (129). Por otro lado, el suministr6 de un suplemento compuesto por
flavonoides y aceite de pescado a un grupo de mujeres con exceso de peso, generd un
aumento en la expresion de genes relacionados con el mecanismo antiviral inducido por el
interferdn, asi como una represion en la expresion de genes vinculados con el proceso de

fagocitosis, en las muestras de sangre periférica de las participantes (130).

En un estudio se sefialdé una correlacion negativa entre los niveles plasmaticos de acido
docosahexaenoico y eicosapentaenocico (DHA/EPA) y la expresion los genes FAS vy
DGAT1, esto ultimo determinado en muestras de placenta de mujeres gestantes con
exceso de peso que consumieron un suplemento de contenia DHA y EPA, comportamiento
que fue también observado entre la tasa de acidos grasos n-3:n-6 y la expresion de los
genes PPARy, DGAT1y PLIN2 en dichas muestras (131). Por su parte, un ensayo indico
que la ingesta de acidos grasos poliinsaturados influencidé la expresion de genes
relacionados con la regulacion de la funcion mitocondrial, la organizacion de la matriz

extracelular, la protedlisis y la inhibicion de mTOR en biopsias de tejido muscular de
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adultos mayores sanos (132). Por ultimo, en una investigacion que determiné el papel de
la suplementacion con DHA/EPA, hierro o una combinacion de estos sobre la expresion
génica en muestras de sangre periférica de nifios sudafricanos, no se evidencié ningun

efecto significativo de alguno de estos tratamientos (133).

El papel del consumo de un extracto de hojas de olivo en muestras de sangre periférica de
hombres adultos sanos fue evaluado en un ensayo aleatorizado, en el cual se encontro
que la expresion de genes relacionados con la inflamacion, el metabolismo de lipidos y el
proceso cancerigeno fueron suprimidos luego de la intervencion (134). Por otro lado, una
investigacion que analizo el efecto del consumo de un extracto de pterocarpanos de hoja
de soya, evidencio una reduccién en la expresién de genes vinculados con la respuesta
inmune en muestras de sangre periférica de individuos con exceso de peso (135). Por su
parte, un estudio en el que se suministré una bebida con el extracto de la fruta Wolfberry
(baya de Gaji), report6 diferencias estadisticamente significativas en la expresion 33 genes
relacionados con la inflamacion y estrés oxidativo en las muestras de sangre periférica de

un grupo de sujetos con sobrepeso e hipercolesterolemia (136).

Adicional a lo anterior, una investigacion en la que se proporcioné tres tipos de extractos:
uno compuesto por la fruta granada y semillas de uva (AR); uno constituido por las plantas
Fava d’anta y Licorice (BF); y una mezcla de los dos anteriores (AR/BF), a un grupo de
mujeres post-menopausicas, refirid que la expresion génica en las muestras de sangre
periférica de las participantes fue modulada por cada uno de los tratamientos,
destacandose el efecto sobre genes relacionados con el metabolismo 6seo (HSPG2,
HYAL1, IL7, IL6, CRP, CTSG, TACR1, etc.) y la osteogénesis (BMP2, COL1A1, ARTN,
NMB, SDC1, CST2) luego del consumo de los extractos AR y BF, respectivamente. Por
otro lado, la investigacion evidencié que la expresion génica fue diferencial cuando se
ingirié la combinacién de los dos extractos, lo cual influencié el comportamiento de genes
como FGF9, RUNX2, TFGa, CXCL10, CXCL1, FASLG, IL1RAP, etc. (137).

En una investigacién que evalu6 el impacto de distintos factores de la dieta sobre la
expresion génica en muestras normales de mucosa intestinal de adultos diagnosticados
con cancer, se reportd que la ingesta de carne y alimentos no carnicos afecto la expresion
de 68 y 65 genes, respectivamente, siendo los primeros asociados a procesos tumorales

y de dano al organismo y, los segundos, vinculados con el desarrollo y funcién de los
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sistemas nervioso y hematoldgico (138). Por otro lado, un estudio en que se analizo si la
ingesta de la dieta Nordica (ND) podria modificar la expresion genes relacionados con la
inflamacién y el metabolismo de lipidos durante una prueba de tolerancia oral a la glucosa,
se observé que esta intervencion indujo una reduccion en la expresion de los genes TLR4,
IL18 y CD36, junto con un incremento en la expresion del gen PPARD, en las muestras de

sangre periférica de individuos con sindrome metabdlico (139).

El consumo de una dieta de tipo mediterraneo, como parte de un programa de pérdida de
peso, influencio la produccion de los microRNAs miR-155-3p y Let-7b en muestras de
sangre periférica de sujetos con sindrome metabdlico, lo cual no se correlacion6 con la
expresion de los genes pro-inflamatorios analizados. Por otro lado, en este ensayo se
observo que la expresion de los microRNAs miR-125b, miR-130a, miR-132-3p, miR-422b
y Let-7b se asocié con cambios en la calidad de dieta, destacandose que este ultimo se
relaciond negativamente con la ingesta de lipidos y acidos grasos saturados (140). Por su
parte, en una investigacion en la que se comparé el efecto del consumo de una dieta normo
(NP) o alta en proteinas (HP), se report6 la presencia de los microRNAs miR-16, miR-17,
miR-126, miR-222 y miR-223, antes y después de los tratamientos, en las muestras de
suero de hombres con exceso de peso, ademas, se resalté la reduccion significativa en la

expresion del microRNA miR-223 luego de la ingesta de la dieta HP (141).

Finalmente, en un estudio en el que analizé el papel del consumo de una dieta restringida
en energia sobre la presencia de microRNAs circulantes en muestras plasmaticas de
sujetos con sobrepeso y obesidad, clasificados como altos (HiRes) o bajos (LoRes)
respondedores para la pérdida de masa corporal, se observd que la expresion del
microRNA miR-935 fue alta en las muestras de los individuos del grupo LoRes antes y
después de la intervencion nutricional. Por otro lado, se senald que el nivel de los
microRNAs miR-221-3p y miR-223-3p aumento en las muestras de ambos grupos de
individuos tras el tratamiento. Por ultimo, se indicé que la expresion del microRNA miR-
140 fue mayor en las muestras de los sujetos del grupo LoRes, comparado con las

muestras de los sujetos del grupo HiRes, luego de la ingesta de la dieta (142).



4.Aspectos metodoloégicos

4.1 Tipo de estudio, poblacién y muestra

La investigacion se desarrolld6 como un estudio piloto con disefio cuasi-experimental
pretest-postest (antes-después) al cual se adiciond un grupo control. La poblacién de
estudio fueron los estudiantes y trabajadores de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia. La muestra se selecciond a conveniencia y estuvo constituida por
29 estudiantes voluntarios. Los procedimientos aplicados fueron avalados por el comité de

ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia (Anexo I).

4.2 Diseno experimental

4.2.1 Seleccién de los sujetos de estudio

Los criterios de inclusion y exclusion establecidos para la presente investigacién son
presentados en el cuadro 1. Los potenciales sujetos de estudio fueron invitados a participar
en la investigacion a través de un mensaje electrénico enviado por medio del correo
institucional de la Universidad Nacional de Colombia. Las personas interesadas en ser
parte del estudio fueron citadas en las instalaciones del Instituto de Genética de la
Universidad Nacional de Colombia donde los investigadores les dieron una explicacion
detallada de la investigacion. Los individuos que aceptaron participar en el estudio firmaron
el consentimiento informado (Anexo Il), se les tomaron medidas antropométricas basicas
(peso, talla y circunferencia de la cintura) y respondieron a dos cuestionarios
especificamente disenados para esta investigacion: uno de salud y nutricion (Anexo ) y

uno de frecuencia de consumo de alimentos (Anexo V).
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Cuadro 1. Criterios de inclusion y exclusion establecidos para la investigacion

Inclusién
Estudiante activo y/o
trabajador
Edad = 18 y < 30 afos
Firma del consentimiento

informado

Exclusion
Condiciéon de embarazo o lactancia

Presencia de enfermedades crénicas

Auto-reporte de cirugia mayor reciente y de consumo crénico
de medicamentos que alteren la respuesta inflamatoria
Auto-reporte de habito de fumar con un inicio mayor a 24
meses y con una frecuencia diaria

Auto-reporte de consumo de alcohol con una frecuencia
semanal y con un consumo mayor de 6 unidades/dia
Auto-reporte de actividad fisica con frecuencia mayor a 4
veces/semana y duracién mayor a 60 min/dia

Auto-reporte de tratamiento terapéutico nutricional o
seguimiento de dietas autoimpuestas

Auto-reporte de alergias a frutas, verduras u otros alimentos
no especificados

Auto-reporte de variaciones importantes en el peso corporal
en los ultimos 6 meses y/o practicas inadecuadas en el
manejo del peso corporal

indice de masa corporal (IMC) <18,5 0 = 30.0
Incumplimiento = 10% en el consumo de los alimentos

suministrados durante la fase de intervencion

La informacién obtenida de los cuestionarios y de la toma de las medidas antropométricas

fue registrada en una hoja de calculo del programa Microsoft Excel (Anexo V). De los 47

individuos reclutados 10 fueron excluidos de la investigacion luego de evaluar los criterios

de inclusion/exclusion y 37 fueron preseleccionados para hacer parte de la fase de

intervencion (Tabla 1). Al grupo de sujetos preseleccionados se les envid un correo

electrénico con el fin de acordar las fechas para llevar a cabo la fase de intervencion, de

estos un total de 29 individuos respondieron al llamado y todos ellos culminaron

exitosamente con los aspectos establecidos para esta fase (Tabla 1).



4. Aspectos metodologicos

23

Tabla 1. Proceso de seleccion de los sujetos de estudio para la fase de intervencion

Proceso

Evaluacion de los criterios

de inclusion

Evaluacion de los criterios

de exclusion

Confirmacion de la
participacion de los sujetos
de estudio en la fase de

intervencion

item

Edad = 18 y < 30 afios

Habito de fumar con un inicio mayor a 24
meses y con una frecuencia diaria
Alergias a frutas, verduras u otros
alimentos no especificados

Variaciones importantes en el peso
corporal en los Ultimos 6 meses y/o
practicas inadecuadas en el manejo del
peso corporal

indice de masa corporal (IMC) <18,5 0 =
30.0

Respuesta negativa o ausente al correo de
coordinacion de fechas para el desarrollo

de la fase de intervencion

Total de sujetos descartados del estudio

Total de sujetos seleccionados para la fase de intervencion

Total de sujetos reclutados al inicio de la investigacién

No. Individuos

descartados

18
29
47

4.2.2 Instrumentos de captura de la informaciéon empleados en la

investigacién

Los items incluidos en el cuestionario de salud y nutricion, disefado para esta

investigacion, se basaron en aquellos contenidos en otros instrumentos similares -

disponibles en la web- desarrollados por instituciones reconocidas. Una importante

proporcion de dichos items fueron tomados y adaptados de los instrumentos elaborados

por la Universidad de Florida (143), la Universidad de Indiana (144) y la Universidad de

Nebraska (145). La proporcién restante fue adicionada y ajustada por los investigadores

con base en su conocimiento y teniendo en cuenta las observaciones hechas a distintas

versiones del instrumento, las cuales fueron aplicadas a individuos no relacionados con la

investigacion.
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Para el disefio del cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos se realizé una

revision bibliografica sobre los principales aspectos y/o pautas para su construccion

(Cuadro 2). Dado que el cumplimiento estricto de algunos de estos aspectos excedia el

alcance de la presente investigacién, fue necesario orientar el disefio de este instrumento

sobre otras fuentes tales como la frecuencia de consumo de alimentos de la Encuesta

Nacional de la Situacion Nutricional en Colombia — ENSIN 2010 (108), la frecuencia de

consumo de alimentos publicada en la investigacion de Monsalve et al (146) y los grupos

de alimentos descritos en las bases técnicas de las guias alimentarias para la poblacion

colombiana (147).

Cuadro 2. Pautas para la construccion de instrumentos de frecuencia de consumo de

alimentos

Pauta

Establecer las caracteristicas de la

poblacién de estudio

Determinar el objetivo de la

frecuencia

Buscar las fuentes primarias

Definir el periodo de tiempo a
evaluar
Establecer el tipo de frecuencia a
utilizar
Determinar la forma de aplicacion
de la frecuencia
Definir el método de comparacion

para la validaciéon de la frecuencia

Descripcion
Grupo etario: nifios, adolescentes, adultos, etc.
Condiciodn fisioldgica especial: embarazo o lactancia
Estado de salud: sano, en riesgo, enfermo
Explorar el consumo de grupos de alimentos
especificos
Derivar patrones de consumo de alimentos
Estimar la ingesta de energia, nutrientes u otros
componentes de la dieta
Instrumento para la estimacién del consumo de
alimentos aplicado en una encuesta nacional
Instrumento para la estimacién del consumo de

alimentos aplicado en una investigacion
Establecido en meses hasta por un periodo de un afio

Cualitativo

Semi-cuantitativo

Aplicado por un encuestador entrenado
Diligenciado por el sujeto de estudio
Registro de pesaje de alimentos

Recordatorio de 24 horas
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Una breve descripcion de las caracteristicas de las fuentes utilizadas en la construccion
del instrumento de frecuencia de consumo de alimentos es mostrada en la tabla 2. En la
primera etapa del disefio del instrumento se adoptaron los alimentos y grupos de alimentos
descritos en las bases técnicas de las guias alimentarias para la poblacion colombiana. En
la segunda etapa, se hizo una comparacion entre los alimentos incluidos en los grupos
anteriores y aquellos listados en las frecuencias de la ENSIN 2010 y de Monsalve et al.,
con el fin incluir alimentos no considerados al inicio y/o para generar nuevos grupos de
alimentos. En la tercera etapa, se realizé una prueba del instrumento sobre individuos no
relacionados con la investigacion, para evaluar el funcionamiento del mismo y realizar los

ajustes pertinentes con base en las observaciones obtenidas de este proceso.

Tabla 2. Caracteristicas de las fuentes utilizadas para la construccion del instrumento de
frecuencia de consumo de alimentos
No. items de

Fuente Grupos de alimentos . Comentarios
alimentos

Instrumento cualitativo con

ENSIN 2010 - 33 10 opciones de respuesta
por item.

I-Lacteos 13
Il-Huevos, carnes, 23 Instrumento semi-
pescados cuantitativo con 9
[ll-Leguminosas y 26 opciones de respuesta por
harinas item, construido con base
Monsalve et al. IV-Frutas 16 en la informacién de
V-Verduras y hortalizas 13 consumo registrada en la
VI-Aceites y grasas 13 ENSIN 2005 por el método
VIl-Dulces y postres 14 de recordatorio de 24

VllI-Miscelanea 10 horas.

IX-Bebidas 16
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Tabla 2. Continuacion

No. items de

Fuente Grupos de alimentos . Comentarios
alimentos
Cereales, raices,
] ] 52
tubérculos y platanos
Hortalizas, verduras y 3
leguminosas verdes Los items de alimentos
Frutas 34 indicados corresponden a
Guias Carnes, huevos, los intercambios de
alimentarias leguminosas secas y 46 alimentos sugeridos para
mezclas vegetales cada uno de los grupos de
i alimentos descritos.
Lacteos 20
Grasas 10
Azucares y dulces 18

Finalmente, el producto generado fue una frecuencia de consumo de tipo cualitativo
compuesta por 92 items de alimentos congregados en 16 grupos, la cual dispone de 9
opciones de respuesta, las mismas utilizadas en el instrumento de Monsalve et al (146).,
ya que estas permiten estimar el consumo de cada uno de los items de alimentos en un
periodo de un ano (Anexo IV). Otro aspecto adicional incluido en este instrumento fue la
especificacion del método de coccion en el caso de los grupos Raices, tubérculos y
platanos y Carnes, huevos y lequminosas secas, y del tipo de endulzante utilizado en el

caso de los jugos naturales y de las infusiones calientes para el grupo Bebidas (Anexo V).

4.2.3 Seleccidn de las frutas suministradas en la investigacion

Las frutas suministradas en la fase de intervencion del estudio (Tabla 3) fueron
seleccionadas con base en el criterio de mayor consumo poblacional de acuerdo con los
datos registrados en el documento titulado Perfil nacional de produccién y consumo de
frutas y verduras en Colombia publicado por el Ministerio de Salud y Protecciéon Social
(148). La fuente de informacion sobre la cual se construyeron las tablas de consumo,
mostradas en este documento, fueron las bases de datos de la Encuesta Nacional de la
Situacién Nutricional en Colombia — ENSIN 2005 (149).
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Tabla 3. Frutas suministradas en la fase de intervencion de la investigacion

Parte Proporcion de consumo
Alimento comestible (% de individuos)
(%)* Nacional Cundinamarca Bogota
Banano 65 15,0 20,0 20,0
Mango 60 15,0 12,6 11,0
Manzana 85 50 4,7 10,6
Mandarina 70 4,0 4,2 7,9
Naranja 60 8,0 8,4 6,5
Fresa 95 2,0 6,0 6,4
Uva 90 1,0 1,2 2,3
Durazno 85 1,0 4,4 1,3

*Este dato fue obtenido de la Tabla de composicién de alimentos colombianos (150)

El primer paso del procedimiento de seleccion consistio en la transcripcion de los datos de
consumo de frutas a nivel nacional, en el departamento de Cundinamarca y en la ciudad
de Bogota, en un archivo del programa Microsoft Excel (Anexo VI). El siguiente paso fue
identificar aquellas frutas que podrian ser suministradas enteras, luego de lo cual se listo,
en una nueva hoja, las 8 primeras frutas que mostraron la mayor proporcion de consumo
en dos de los tres niveles de discriminacion (Nacional, Cundinamarca, Bogotd). De este
listado inicial, la granadilla tuvo que ser sustituida por el durazno debido a que el porcentaje
de parte comestible de la primera es del 30%, lo cual implicaba suministrar varias unidades

de dicha fruta para cubrir la cantidad neta requerida para la fase de intervencion (100 g).

Finalmente, es importante mencionar que las frutas seleccionadas fueron adquiridas en un
almacén de cadena reconocido con el fin de obtener un producto de mayor calidad y con
menor riesgo de deteriord, fueron almacenadas en un lugar adecuado de acuerdo con sus
caracteristicas y fueron manipuladas siguiendo las normas vigentes relacionadas con las
buenas practicas de manufactura, especialmente las establecidas en el Decreto 3075 de
1997 y en la Resolucién 2674 de 2013 (151,152).

4.2.4 Intervencion nutricional

Los individuos seleccionados para la intervencion fueron asignados de manera aleatoria al

grupo control (Ctr) o al grupo intervencion (Int) en una relacion de 1:3. En resumen, el
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procedimiento partié de la construccion de una tabla en el programa Microsoft Excel sobre
la cual, haciendo uso de la funcidén Aleatorio.entre, se selecciond una fila y una columnay
de esta ultima una celda. En la tabla, la fila representaba la proporcion de individuos a
asignar al grupo control y la celda fue usada como punto de inicio para la numeracion de

la tabla (Figura 1).

Con la tabla anteriormente descrita, la cual fue disefiada para hombres y mujeres de
manera independiente, se solicitdé a cada voluntario(a) -de forma presencial o virtual- elegir
un numero de 1 a 20, el cual se buscé en la tabla correspondiente, con el fin de determinar
el grupo de estudio al cual perteneceria cada uno de ellos (Figura 1). En este punto vale
la pena indicar que en los casos donde el numero de individuos seleccionados para la fase
intervencion supero los 20 espacios predefinidos en cada una de las tablas, se
construyeron nuevas tablas independientes aplicando la metodologia descrita en el parrafo

anterior.

Figura 1. Procedimiento de asignacion de los individuos a los grupos de estudio

1 2 a3 c4 s
"\ A
£2 |
F3 |
F4 | Sujeto 1
No=14
(o | Q2 3 ca cs
c1 c2 ca ca cs D
ne 1 F1 8 9 10 11 12
€2 1 I ] ‘ F2 13 15 | 16 17
F3 i F3 18 19 20 2
Fa ‘ F4 3 4 5 6 e
Suje 12
1 2 a c4 cs No=7
F1 ¢ 8 9 10 T n | 12
F2 13 | 18 | 15 16 17
F3 18 19 20 2
1 3 ] s | 6 7

A. Disefio de una tabla de 4 filas y 5 columnas. B. Seleccion aleatoria de una fila (Ej. F2), la cual representara
a los individuos control, y de una columna (Ej. C4). C. Seleccion aleatoria de una celda dentro de la columna
elegida en B (Ej. F3:C4) y numeracioén de la tabla de 1 a 20 a partir de dicha celda. D. Asignacion aleatoria de
los individuos a uno de los grupos de estudio (Ej. Sujeto 1 al grupo control y sujeto 12 al grupo intervencion).
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Los individuos asignados a su respectivo grupo de estudio fueron sometidos a los
procedimientos de la fase intervencion, la cual tuvo una duracién de 2 semanas y fue
dividida en tres momentos (Figura 2). En el primero (M1), los voluntarios fueron citados en
las instalaciones del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia, luego

de un ayuno previo de 10-12 horas, con el fin de tomar la muestra bioldgica inicial (Basal).

Figura 2. Esquema de las etapas de la fase de intervencion nutricional de la investigacion

==l
il [ Torms de mueitn bickigos 1 (Raal)
Conswmo de desayuno Ao B
1 ] Dontral Consamo de desayuna T |
| ] Hhorn
Ambers ——+ o e maestn bickegica 2 (int_&) -
i)
2
1 Inimrwesiin Consume diario de + 400§ (pes meto) de Trutas snteras
.NE]
Cantral Le el il Pals
I,IL 14 =
. —
15 p3 Ambes Topms e et biokigica 3 (in_0j

La fase de intervencién se desarrollé en un periodo de 15 dias y fue dividido en 3 momentos principales (M1, M2 y M3), en
cada uno de los cuales se tomé una muestra biolégica (Basal, Int_A e Int_B).

El momento 2 (M2), que se llevd a cabo inmediatamente después de la toma de las
muestras biolégicas referidas en el parrafo anterior, se basé en el consumo de 1 de 3
desayunos posibles (Tabla 4) por parte de cada uno de los voluntarios. Los desayunos
denominados A y B fueron asignados a los individuos del grupo intervenciéon en orden de
asistencia y el desayuno C fue exclusivo para los sujetos del grupo control. Luego de 2
horas de la ingesta de los desayunos, se tomé a los voluntarios una segunda muestra

biolégica (Int_A).
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Tabla 4. Caracteristicas de los desayunos suministrados durante la intervencion nutricional

N Cantidad Contenido nutricional promedio*
o.
Desayuno ind Alimentos @ promedio Energia Proteina @ Grasas CHO
n
(9) (Kcal) (9) (9) (9)
Banano
Manzana
A 10 410,9 226 2,67 1,03 51,56
Naranja
Uva
Mandarina
Fresa
B 12 420,8 179 3,19 0,57 40,49
Durazno
Mango
Kumis
C 7 Galletas de - 181 6,27 5,15 35,94
soda

No. Ind. Numero de individuos. CHO. carbohidratos | *Para el céalculo del contenido nutricional promedio se utilizé la
informacion registrada en la versién online de la Tabla de composicion de alimentos colombianos (153).

Para el momento 3 (M3), el cual se desarrollé entre los dias 2 a 15, se proporcion6 una
cantidad diaria equivalente a 400g netos de fruta entera a los individuos del grupo
intervencion y en el caso de los voluntarios del grupo control se dejo que siguieran con su
alimentacion habitual. Para el suministro de las frutas se construyd una guia o minuta de
13 dias, separada en dos partes o semanas, la cual estaba compuesta por agrupaciones
de 3 frutas distintas por dia (Cuadro 3). Las frutas de cada dia fueron empacadas en bolsas
individuales, previamente marcadas, para su entrega en tandas a cada uno de los

voluntarios segun su disponibilidad de tiempo.

Cuadro 3. Guia para el consumo de frutas durante la intervencion nutricional

Parte Frutas componentes por dia
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7
Naranja Banano Banano | Manzana Banano Manzana
1 Desayuno
AoB Uva Uva Durazno Naranja = Mandarina Uva
o}

Durazno @ Mandarina Manzana @ Mandarina | Durazno ' Mandarina
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Cuadro 3. Continuacioén

Parte Frutas componentes por dia
Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia 13 Dia 14
Mandarina = Banano Naranja Banano | Manzana Banano Banano
Uva Manzana | Mandarina | Naranja Naranja Manzana Naranja
Durazno Naranja Durazno Uva Durazno Uva Mandarina

Una vez cada voluntario recibid las frutas de la primera tanda, la cual fue entregada al
culminar los procedimientos del momento 2, se les proporciond la parte 1 de la guia o
minuta para que orientaran el consumo de dichas frutas de acuerdo a sus gustos, sin ingerir
o combinar el contenido de mas de una bolsa por dia. Por otro lado, fueron instruidos para
que, durante el periodo de intervencion (incluyendo el dia 1), no consumieran ninguna fruta
entera adicional a las suministradas por los investigadores y enviaran evidencia fotografica
diaria de la ingesta de las mismas a través de medios electrénicos (e-mail, WhatsApp o

similares).

Finalmente, en el dia 15 de intervencion los voluntarios fueron nuevamente citados en las
instalaciones del Instituto de Genética de la Universidad Nacional, luego de un ayuno
previo de 10-12 horas, para la toma de la muestra biolégica final (Int_B). En este punto es
importante sefalar que todos los individuos incluidos en esta fase culminaron la misma de
manera exitosa, por lo que se contd con muestras biolégicas de 29 voluntarios para el

desarrollo de las pruebas bioquimicas y genéticas.

4.3 Aspecto técnicos

4.3.1 Toma de medidas antropomeétricas

La valoracion de las variables antropométricas (peso, talla y circunferencia de cintura) fue
realizada por un profesional en nutricion y esta actividad se llevd cabo en uno de los
consultorios el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia, en el
momento del dia en que cada uno de los sujetos de estudio refirié tener disponibilidad.
Para la toma de las medidas se solicitdo a cada uno de los voluntarios usar ropa ligera el
dia de la prueba y se procuré realizar la estimacion antes de que ellos ingirieran alguna de

las comidas principales.



32 Frutas, inflamacion y expresion génica

Para la estimacién del peso corporal se utilizé una bascula mecanica marca Health o Meter
con capacidad de 140 Kg y sensibilidad de 0,1 Kg. En el momento de la medicion se pidio
a cada individuo quitarse los zapatos y retirarse los objetos guardados en los bolsillos, asi
como aquellos usados como accesorios, tras lo que se les instruyé para subirse
cuidadosamente a la bascula, fijando su mirada al frente y evitando moverse, para que el
profesional realizara la toma de la medida, la cual repitié 2 o 3 veces de acuerdo a los

resultados obtenidos.

En el caso de la talla, se us6 un soporte de madera plano al cual se fijo una cinta métrica
flexible a un metro del suelo. Durante la medicion se solicité a cada voluntario ubicarse
delante de la cinta métrica juntando sus piernas, bajando sus brazos y fijando su mirada al
frente, y simultaneamente se les pidié contactar sus talones, muslos, gluteos, espalda y
cabeza al soporte. Una vez obtenida esta postura, se indicé a cada individuo que permitiera
corregir la posicidon de su cabeza, que inhalara y exhalara profundamente y que se retirara
del soporte una vez fuera indicado por el profesional, quien estimé la talla (en 2 0 3
ocasiones distintas) utilizando un segundo soporte que fue ubicado sobre la cabeza del

voluntario y por debajo del cual se marco la medida sobre la cinta métrica.

Finalmente, para la estimacion de la circunferencia de la cintura se solicité a cada sujeto
subir su camiseta al nivel del pecho, cruzar sus brazos vy fijar su mirada al frente, con esto
el profesional ubicé el punto mas estrecho de la cintura alrededor del cual posicion6 una
cinta métrica flexible. Seguidamente, se pidi6 a cada voluntario bajar sus brazos e inhalar
y exhalar profundamente y, una vez que el individuo expulso todo el aire, el profesional
capturo el valor de la medida. El proceso de medicién sefalado anteriormente fue repetido

por duplicado o triplicado segun los resultados obtenidos.

4.3.2 Obtencién y procesamiento de las muestras biolégicas

El material bioldégico consisti6 de muestras de sangre periférica obtenidas por puncion
venosa al vacio en uno de los antebrazos de cada uno de los voluntarios. El procedimiento
fue desarrollado en los consultorios del Instituto de Genética de la Universidad Nacional
de Colombia, por una auxiliar de Enfermeria y/o profesional en Bacteriologia, de acuerdo

con los protocolos estandar establecidos en la materia.
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Un total de 8 muestras bioldgicas fueron obtenidas durante la fase de intervencion: 3 en el
momento 1 (Basal), 2 en el momento 2 (Int_A) y 3 en el momento 3 (Int_B). En los
momentos 1y 3 se recolectd una de las muestras en un tubo de tapa amarilla, que contenia
silice y un gel separador, mientras que las muestras restantes fueron recolectadas en un

tubo tapa lila, que contenia el anticoagulante EDTA.

Las muestras contenidas en los tubos tapa amarilla fueron centrifugadas -dentro de un
periodo de 5 a 15 min- a 2500 rpm por 10 min, luego de lo cual fueron refrigeradas hasta
el momento de su envi6 a un laboratorio privado con el fin de que se les realizaran las
pruebas bioquimicas de glicemia y perfil lipidico basal. Por otro lado, las muestras
reservadas en los tubos tapa lila fueron procesadas en el Laboratorio 3 del Instituto de
Genética de la Universidad Nacional de Colombia, y fueron utilizadas de inmediato para la

obtencion de las células mononucleares.

4.3.3 Aislamiento de las células mononucleares

Este procedimiento se llevé a cabo utilizando el reactivo Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich)
siguiendo las indicaciones del fabricante (154) con ajustes menores. El método consistié
en la adicion de 3 ml del reactivo a un tubo de 15 ml, al que posteriormente se agregd 3 ml
de la muestra de sangre periférica teniendo cuidado de no generar ningun tipo mezcla. El
tubo fue cargado en una centrifuga con rotor basculante, programada a + 2.200 rpm por
30-40 min, para obtener un gradiente de densidad en el que las células mononucleares

estaban representadas por la fase opaca ubicada entre el reactivo y el plasma (Figura 3).

Utilizando una pipeta de Pasteur se traspaso el pellet de células mononucleares a un
segundo tubo de 15 ml, al cual se adicioné 10 ml de PBS 1X, con el fin de realizar una
serie de lavados para eliminar trazas del reactivo y de otros componentes de la sangre. El
contenido del tubo fue mezclado por inversién y seguidamente centrifugado a £ 2.200 rpm
por 10 min, luego de lo cual se descarté el sobrenadante. El paso anterior fue repetido dos
veces, adicionando esta vez 5 ml de PBS 1X, tras lo cual el pellet de células fue

inmediatamente conservado a -80°C.
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Figura 3. Esquema del procedimiento utilizado para el aislamiento de las células

mononucleares de las muestras de sangre periférica

— Plasms

Centrifugacidn

A. Adicion del reactivo Histopaque a un tubo falcon de 15 ml. B. Adicién de un volumen de la muestra de sangre periférica,
la cual queda suspendida sobre el reactivo Histopaque. C. Gradiente de densidad obtenido luego de una centrifugacion en
un equipo con rotor basculante a £ 2200 rpm por 30-40 min.

4.3.4 Extraccion de RNA total

La extraccién de RNA total fue realizada haciendo uso del producto PureLink® RNA Mini
Kit (Thermo Fische Scientific) siguiendo las indicaciones del fabricante (155), con ajustes
menores, para obtencién de RNA a partir de muestras de sangre total. El procedimiento,
que fue desarrollado en un area especial haciendo uso de implementos descontaminados
con el reactivo RNase Away (Thermo Fischer Scientific), se basé en 5 partes: a) mezcla
del pellet de células con el bufer de lisis; b) adicidon de etanol absoluto a la mezcla anterior
y traspaso del contenido a una columna; c) lavado de la columna con el bufer | e incubacion
de la columna con DNasa; d) lavado de la columna con el bufer Il y e) elusion y
almacenamiento del RNA.

La primera parte consistio en la adicién de 200-300 ul de bufer de lisis, el cual fue mezclado
con el reactivo 2-mercaptoetanol, a 300-500 ul del pellet de células mononucleares
obtenidas previamente. Estos componentes se homogenizaron por pipeteo y se
traspasaron a un tubo de 1,5 ml, que fue seguidamente sometido a una serie de
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agitaciones a alta velocidad (vortex) y finalmente centrifugado 12.000 g por 2 min. En la
segunda parte se afiadié 200-300 pl de etanol absoluto a la mezcla, la cual fue transferida
a una columna luego de aplicar una serie de agitaciones a alta velocidad. La muestra fue
centrifugada a 12.000 g por 15 s tras lo cual el flujo de la columna, contenido en el tubo de

coleccion, fue desechado.

En la tercera parte se agrego 350 ul del bufer | a la columna, se realizé una centrifugacién
a 12.000 g por 15 s, se descarto el flujo y se adicion6 80 ul de DNasa a la columna, que
se dejo incubar por 15 min, luego de esto se afadid 350 pl de bufer |, se centrifugd de
nuevo a 12.000 g por 15 s y se pasé la columna a un nuevo tubo de coleccion. En la cuarta
parte se realizaron dos lavados consecutivos con el bufer Il, en los que 500 pl de este
fueron adicionados a la columna para su centrifugacion a 12.000 g por 15 s, descartando
entre cada lavado el flujo de reactivo. Después de culminar el segundo lavado, la columna

fue centrifugada a 12.000 g por 2 min e insertada en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

Finalmente, en la quinta parte se realizé la elucién del RNA total agregando 30-40 pl de
agua libre de nucleasas al centro de la columna para incubacion por 2 min a temperatura
ambiente, tras lo cual se llevd a cabo una centrifugaciéon a 16.000 g por 2 min. Por ultimo,
2 ul del RNA total obtenido fue cuantificado en un espectrofotometro (NanoDrop 2000 o

NanoVue Plus) y la cantidad restante fue almacenada a -80°C.

4.3.5 Reaccion de transcripcion reversa (RT)

La transcripcion reversa fue realizada utilizando el producto High Capacity cONA Reverse
Transcription Kit (Thermo Fischer Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante
(156). Para la reaccion se prepard una solucion RT (Tabla 5) de la cual, luego de una
homogenizacion corta en una microcentrifuga (spin), se transfirié 10 yl a un tubo de 0,2 ml
el cual fue mantenido en hielo. Seguidamente se adicion6 10 ul de RNA total, este ultimo
con una concentracion <200 ng/ul y con una relacion 260/280 21,8, al tubo con la solucién
RT. Una vez la mezcla fue homogenizada, el tubo se cargd en un termociclador Bio-Rad
T100 programado con las siguientes condiciones: a) 25°C x 10 min, b) 37°C x 120 min, c¢)
85°C x 5 min y d) 4°C x . Finalmente, luego del proceso de termociclado, la muestra de

cDNA obtenida fue almacena entre -15 y -25°C hasta su uso.
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Tabla 5. Componentes de la solucion de transcripcion reversa (RT)

Volumen por

Componente

reaccion (ul)

Bufer RT 10X 2,0

dNTPs 25X (10 mM) 0,8

Cebadores 10X (Random primers) 2,0

Enzima (Transcriptasa reversa) 1,0

Inhibidor de RNasas 1,0

Agua libre de nucleasas 3,2

Volumen total por reacciéon 10,0

RT. Reverse transcription. dNTP. Deoxynucleotide triphosphate. RNasa. Ribonucleasa.

4.3.6 Cebadores (primers) empleados en la investigacion

Los cebadores (primers) utilizados fueron disefiados usando las herramientas
bioinformaticas Primer-Blast (157) y Primer3 Input (158), prestando especial atenciéon a
aspectos como la ubicacion del cebador entre las uniones intrén-exén, un contenido de
guanina-citosina (GC) entre 40 y 60%, una temperatura de fusién (Tm) entre 55 y 65°C, un
tamafio de amplicén < 400 pb) y una baja complementariedad. Una vez los cebadores
cumplieron con los criterios anteriores fueron enviados a un laboratorio externo

especializado para su sintesis.

Un total de 8 parejas de cebadores fueron generados para los analisis de expresion relativa
(Tabla 6), de las cuales 5 representaban genes que codifican para receptores de la
membrana celular (IL1R, IL6R, TLR2, TLR4 y TNFR) y una para un gen que codifica para
un factor de transcripcion (NFkB). Las dos parejas restantes representaban genes que
fueron utilizados como referencias (rRNA 18S y ACTB), cuya eleccién se basé en la

informacion de estudios previos.
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Tabla 6. Caracteristicas de los cebadores de cada uno de los genes de estudio
Cebadores (Primers)
RNAs
Gen Tm Amplicon
(ID_NCBI) Secuencia %GC .
(°C) (pb)
IL1R NM_000877.3 F: CTGGACCCCTTGGTAAAAGAC 524 | 61,3 179
(IL1R1) NM_001288706.1 R: AGAGGACAGGGACGAACATC 55,0 | 60,5
NM_000565.3
F: GCACTTGCTGGTGGATGTTC 55,0 | 60,5
IL6R NM_001206866.1 128
R: AGAGCACAGCCTTTGTCGTC 55,0 @ 60,5
NM_181359.2
F: GCCCATTGCTCTTTCACTGC 55,0 | 60,5
TLR2 NM_003264 175
R: TGAGCTGCCCTTGCAGATAC 55,0 | 60,5
NM_138554.4 (v1) 259 (v1)
F: TGCGTGAGACCAGAAAGCTG 55,0 | 60,5
TLR4 NM_003266.3 (v3) 379 (v3)
R: TAGAGAGGTGGCTTAGGCTCTG | 54,5 & 64,0
NM_138557.2 (v4) 92 (v4)
TNFR F: GTTGTGCCTACCCCAGATTG 55,0 | 60,5
NM_001065.3 175
(TNFRSF1A) - R: CGATTTCCCACAAACAATGGAG | 455 60,3
NM_001145138.1
NFkB NM_001243984.1 F: CTCCTTTTCGCAAGCTGATGTG 50,0 = 62,1 192
(RELA) NM_001243985.1 R: TTCTCCTCAATCCGGTGACG 55,0 | 60,5
NM_021975.3
F: AGCACAGAGCCTCGCCTTTG 60,0 @ 625
ACTB NM_001101.3 212
R: AATCCTTCTGACCCATGCCCAC | 54,6 = 64,0
rRNA 18S F: GTAACCCGTTGAACCCCATTC 524 | 61,3
NR_003286.2 165
(RNA18S5) R: AGGGCCTCACTAAACCATCC 55,0 @ 60,5

ID_NCBI. Cddigo asignado a la secuencia de RNA en la base de datos del NCBI. %GC. Porcentaje de guanina:citosina.
Tm. Temperatura de fusion (melting) reportada por la compafiia fabricante. V. Variante del gen | IL1R (IL1R1). Interleukin
1 receptor type 1. IL6R. Interleukin 6 receptor. TLR2. Toll-like receptor 2. TLR4. Toll-like receptor 4. TNFR (TNFRSF1A).
TNF receptor superfamily member 1A. NFkB (RELA). RELA proto-oncogene, NF-kB subunit. ACTB. Actin beta. rRNA

18S (RNA18S5). RNA, 18S ribosomal 5.

4.3.7 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

El ensayo de qPCR fue utilizado para determinar el ciclo de cuantificaciéon (Cq) de cada
uno de los genes de estudio en cada una de las muestras bioldgicas evaluadas. El Cq hace
referencia al ciclo de la reaccion de gPCR en el que la fluorescencia, emitida por un agente
intercalante que se fija unicamente al DNA de doble cadena, supera un valor umbral pre-
establecido (159). Teniendo en cuenta esto, el Cq constituye una estimacion indirecta e
inversamente proporcional de la concentracion de DNA presente en una muestra biolégica
particular, lo que permite realizar una evaluacion 6ptima de los cambios en la expresién

génica (159).
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Con el propdsito de estandarizar las condiciones de la qPCR se llevaron a cabo tres
pruebas importantes: la primera para determinar la concentracién adecuada de cebadores
a utilizar; la segunda para evaluar la especificidad de union de los cebadores a los genes
de estudio vy, la tercera, para establecer la eficiencia de la amplificacion de los genes de
estudio y definir el rango dinamico de la reaccion de qPCR. En el primer caso, se realizé
un ensayo de qPCR en el que se compararon tres concentraciones distintas de cada par
de cebadores: 0,2 uM, 0,5 pM y 0,8 uM, el cual evidencio que las dos primeras eran las
opciones mas apropiadas por no mostrar mayores diferencias entre si en términos del Cq
obtenido (Anexo VII).

En el segundo caso, la especificidad de cada par de cebadores se evalué por medio de un
ensayo de qPCR, que se llevo a cabo sobre un conjunto de muestras de cDNA obtenidas
de individuos no relacionados con el estudio, el cual evidencié la presencia de un pico
unico en la curva de fusién (melting) para cada uno de los casos, lo que fue indicativo de
una alta especificidad de los cebadores en la amplificacion de su gen blanco (Anexo VIII).
Con el fin de verificar este resultado se realizd una electroforesis en gel de agarosa de los
fragmentos obtenidos de esta qPCR, la cual mostré que los productos amplificados se
correspondieron con los tamafios de fragmento (amplicon) esperados para cada uno de

los genes de estudio (Figura 4).

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de los amplificados de los genes de estudio
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Las bandas enmarcadas en los rectangulos corresponden a los amplificados de cada uno de los genes analizados | Los
marcadores de peso molecular en escala de 100 — 1.200 pb | Las bandas no enmarcadas corresponden a controles positivos
| IL1R (IL1R). Interleukin 1 receptor type 1, 179 pb. IL6R. Interleukin 6 receptor, 128 pb. TLR2. Toll-like receptor 2, 175 pb.
TLRA4. Toll-like receptor 4; 259 pb, 379 pb y 92 pb para las variantes 1, 2 y 4, respectivamente. TNFR (TNFRSF1A). TNF
receptor superfamily member 1A, 175 pb. NFKkB (RELA). RELA proto-oncogene, NF-kB subunit, 192 pb. ACTB. Actin beta,
212 pb. rRNA 18S (RNA18S5). RNA, 18S ribosomal 5, 165 pb.
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En el tercer caso, la eficiencia de amplificacion de los genes de estudio y el rango dinamico
de la reaccion de qPCR fueron establecidos por medio de la construccién de una curva
estandar relativa (Anexo IX). Para esto se parti6 de una muestra biolégica, de
caracteristicas similares a las analizadas en la investigacion, de la que el cDNA obtenido
fue sometido a tres diluciones seriadas (1/5, 1/25 y 1/125) y posteriormente amplificado a
través de una reaccion de qPCR. El resultado de este ensayo indicé que concentraciones
de cDNA entre 1 y 28 ng/ul (rango dinamico) podrian ser éptimas para llevar a cabo la
prueba de gPCR sobre las muestras bioldgicas de estudio, ademas, que la eficiencia de la
amplificacién de cada uno de los genes de estudio fue adecuada puesto que se ubico cerca
del valor estandar de 2 (Tabla 7), donde este ultimo indica el incremento exponencial
esperado en la concentracién de DNA tras la finalizacién de cada uno de los ciclos de

cuantificacion establecidos dentro de la reaccion de qPCR (159).

Tabla 7. Eficiencia de la amplificacion de los genes de estudio en los ensayos de qPCR

Gen Eficiencia Eficiencia Eficiencia Promedio
Ensayo 1 Ensayo 2
IL1R 2,40 2,17 2,27
IL6R 2,15 2,06 2,10
TLR2 2,05 1,98 2,01
TLR4 2,05 2,09 2,07
TNFR 2,03 2,06 2,04
NFkB 2,02 2,04 2,03
ACTB 2,07 2,05 2,06
rRNA 18S 1.96 1.91 1.93

IL1R (IL1R1). Interleukin 1 receptor type 1. IL6R. Interleukin 6 receptor. TLR2. Toll-like receptor 2. TLR4. Toll-like receptor
4. TNFR (TNFRSF1A). TNF receptor superfamily member 1A. NFKkB (RELA). RELA proto-oncogene, NF-kB subunit.
ACTB. Actin beta. rRNA 18S (RNA18S5). RNA, 18S ribosomal 5.

Finalmente, con la informacién obtenida de las tres pruebas descritas se procedié al
desarrollo del ensayo de qPCR sobre las muestras biolégicas de estudio, para lo cual se
utilizo el kit de amplificacion FastStart Essential DNA Green Master (Roche) siguiendo las
indicaciones del fabricante (160). En resumen, 18 pl de una solucién compuesta por bufer
de reaccion, cebadores y agua libre de nucleasas (Tabla 8), fue mezclada con 2 pul de

cDNA a concentracion de 2 ng/ul en cada uno de los pozos la placa de 96 reacciones. La
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placa fue centrifugada a 1.500 g por 2 min y luego cargada en el termociclador de tiempo
real LigthCycler 96 (Roche).

Tabla 8. Componentes de la solucion de reaccién para el ensayo de qPCR

Volumen por

Componente
reaccion (ul)
Agua libre de nucleasas 6
Cebadores 10X (10 uM) 2
Bufer de reaccion 2X (Master Mix) 10
Volumen total 18

El programa configurado en el termociclador consistié de: a) un ciclo de pre-incubacion a
95°C por 600s (10 min); b) 40 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 30s, hibridacion de
los cebadores a 55°C por 30s y extension a 72°C por 45s; ¢) un ciclo de fusién (melting) a
95°C por 5s, 55°C por 60s y 98°C por 1s; y d) un ciclo de enfriamiento a 40°C por 10s. Los
datos obtenidos luego de la aplicacién del proceso anterior, basicamente los valores Cq
por gen y las curvas de fusion, fueron procesados usando el software LightCycler 96 SW
version 1.1 (Roche) teniendo en cuenta el esquema de distribucion de las muestras de
estudio dentro de cada una de las placas de reaccion utilizadas en el ensayo de gqPCR
(Figura 5).

Figura 5. Esquema general de la distribucion de las muestras bioldgicas de estudio dentro

las placas de reaccion utilizadas en el ensayo de gPCR

1 2 3 a 5 6 7 8 9 100 1 12
A 185 - Basal 185 - Int_A 185 - Int_B 185-Cal | 185()
B TLR2 - Basal TLR2 - Int_A TLR2 - Int_B TIR2-Cal | TLR2(-)
C IL1R - Basal ILIR - Int_A ILIR - Int_B ILIR-Cal | IR
D TNER - Basal TNFR - Int_A TNFR - Int_B TNFR-Cal | TNFR ()
E ACTB - Basal ACTB - Int_A ACTB-Int B ACTB-Cal | ACTB ()
F TLRA - Basal TLRA - Int_A TLRA - Int_B TLRA-Cal | TiRA ()
G IL6R - Basal IL6R - Int_A IL6R - Int_B IL6R - Cal | IL6R ()
H NFxB - Basal NFxB - Int_A NFx8 - Int_B NFxB - Cal | NFxB ()

Basal. Muestra bioldgica del momento 1. Int_A. Muestra biolégica del momento 2. Int_B. Muestra biolégica del momento 3.
Cal. Muestra calibradora. (-). Controles negativos. | ILTR (IL1R1). Interleukin 1 receptor type 1. IL6R. Interleukin 6 receptor.
TLR2. Toll-like receptor 2. TLR4. Toll-like receptor 4. TNFR (TNFRSF1A). TNF receptor superfamily member 1A. NFKB
(RELA). RELA proto-oncogene, NF-kB subunit. ACTB. Actin beta. rRNA 18S (RNA18S5). RNA, 18S ribosomal 5. | Nota 1.
Cal es una unica muestra bioldgica que se utiliza para normalizar los datos por las variaciones inter-ensayo que se presentan
al llevar a cabo cada una de las reacciones de gPCR en una investigacion | Nota 2. En cada placa de reaccion se amplificaron
las muestras bioldgicas de estudio de un unico individuo.
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4.4 Procesamiento de datos

4.4.1 Variables evaluadas en la investigacion

Los datos obtenidos del cuestionario de salud y nutricién, del instrumento de frecuencia de

consumo de alimentos, de las pruebas bioquimicas y de los ensayos genéticos fueron

digitalizados y almacenados en un libro del programa Microsoft Excel (Anexo V), el cual

constituyo la base de datos de la investigacion. Las variables objeto de analisis se

agruparon en 5 categorias principales a saber: salud, antropométricas, consumo,

bioquimicas y genéticas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Variables evaluadas en la investigacion

Categoria Variable

Habito de suefo

Consumo de
alcohol
Salud
Actividad fisica
Habitos

alimentarios

Nivel de estrés

Frecuencia de
Consumo
consumo
indice de masa
. corporal (IMC)
Antropométricas : -
Circunferencia de

la cintura

Op_Rp. Opcion de respuesta para la variable

Descripcion
Auto-percepcion de habito de suefio
Op-Rp: Sio No
Auto-reporte de consumo actual de bebidas
alcohdlicas
Op-Rp: Sio No
Auto-reporte de practica de actividad fisica
Op-Rp: Sio No
Auto-percepcioén de habitos alimentarios
Op-Rp: Excelente, bueno, regular o malo
Auto-percepcion del nivel general de estrés
Op-Rp:1,2,3,405
Puntuacion de consumo (score) para cada uno de
los grupos de alimentos especificados en el
instrumento de frecuencia de consumo
Relacion del peso (Kg) sobre la talla (m) elevada al
cuadrado
Diametro (cm) del punto mas estrecho entre la tltima

costilla y la cresta iliaca
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Cuadro 4. Continuacion

Categoria Variable
Glicemia basal

Colesterol total
basal
Colesterol LDL
basal
Colesterol HDL

basal

Bioquimicas

Triglicéridos
basales

Genéticas Expresioén génica

Cgq. Ciclo de cuantificacion

Descripcion

Nivel sérico (mg/dL) de glicemia

Nivel sérico (mg/dL) de colesterol total

Nivel sérico (mg/dL) de colesterol LDL

Nivel sérico (mg/dL) de colesterol HDL

Nivel sérico (mg/dL) de triglicéridos

Tasa del valor Cq de un gen de interés sobre el valor
Cq de dos genes de referencia en la muestra de
estudio, ajustada por los valores Cq de los mismos

genes en una muestra normalizadora

En el caso particular de la variable frecuencia de consumo es importante mencionar que

la puntuacion (score), registrada en la base de datos, fue construida a partir de una variable

cualitativa estimada por medio del instrumento de frecuencia de consumo de alimentos.

En resumen, el procedimiento de transformacion consistié en el calculo de un factor de

equivalencia, en numero de veces por dia, para cada una de las opciones de frecuencia

indicadas en el instrumento. Luego de esto, el factor fue multiplicado por el nimero total

de respuestas obtenidas para la opcion respectiva dentro de cada uno de los grupos de

alimentos evaluados. Finalmente, todos los productos anteriores fueron sumados y

seguidamente divididos entre el nimero total de items de alimentos por grupo, tras lo cual

se escalo el cociente obtenido a un valor entre 0y 1 (Tabla 9).
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Tabla 9. Procedimiento para el calculo de la puntuacién (score) a partir de los datos

obtenidos del instrumento de frecuencia de consumo de alimentos

Ejemplo del calculo de la puntuacién

Opcion de Factor de Factor de
(score) de consumo*
frecuencia equivalencia | escalamiento
A B C D E
Casi nunca 0,0164 4 0,0658
1-3 v/imes 0,0667 3 0,2001
1 visem 0,1429 1 0,1429
2-4 visem 0,4286 5 2,1430
Frutas
5-6 visem 0,7857 0,1667 13 - -
enteras 0,4254
1 v/dia 1,0000 - -
2-3 vidia 2,5000 - -
4-6 v/dia 5,0000 - -
Mas de 6 v/dia 6,0000 - -

Totales 13 2,552

v/imes. Numero de veces por mes. v/sem. Numero de veces por semana. v/dia. Numero de veces por dia | A. Grupo de
alimentos. B. Numero de items de alimentos en A. C. Numero de respuestas por opcién de frecuencia. D. Producto del
factor de equivalencia multiplicado por C. E. Producto del total de D multiplicado por el factor de escalamiento. Este dato
representa la puntuacion (score) registrado en la base de datos | *La puntuacion (score) se calculd de la misma manera
para cada uno de los grupos de alimentos del instrumento de frecuencia de consumo de alimentos.

Por su parte, en el caso de la variable expresiéon génica, se debe tener presente que la
informacion almacenada en la base de datos corresponde a un valor de expresion relativa
que esta representado como una tasa, la cual fue calculada por el software del equipo de

termociclado LigthCycler 96 con base en la siguiente ecuacion:

(CQT,cal_CQT)
ET

(Cqr1,cai—Cqr1) (Cqr2,cai—Cqr2)
Epq xEp,

donde ETy ER representan las eficiencias de la amplificacion del gen de interés y de cada
uno de los genes de referencia, respetivamente; Cqr y Cqr simbolizan el ciclo de
cuantificacion del gen de interés y de cada uno de los genes de referencia,

respectivamente, en la muestra de estudio y; Cqr,car Y Cqr,car se refieren al ciclo de
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cuantificaciéon (Cq) del gen de interés y de cada uno de los genes de referencia,

respectivamente, en la muestra calibradora o normalizadora (159).

De la ecuacion anterior es importante sefialar que la tasa de expresion relativa se estima
unicamente para cada uno de los genes de interés en cada una de las muestras de estudio,
por otro lado, que el valor de dicha tasa es un numero adimensional que cobra significado
s6lo cuando se utiliza para realizar comparaciones entre distintas muestras de estudio
(159). Considerando lo indicado, los datos obtenidos para cada uno de los genes en la
muestra calibradora, asi como para los genes de referencia en la muestra de estudio,
constituyen factores normalizadores de dicha tasa, cuyo requisito indispensable es que
presenten un comportamiento relativamente constante independientemente de las
condiciones de estudio, lo que permite ajustar los datos de los genes de interés por las
variaciones, intrinsecas y extrinsecas, que se presentan durante el desarrollo de cada uno

de los ensayos de qPCR en una investigacion particular (159).

4.4.2 Pruebas estadisticas empleadas en la investigaciéon

Las pruebas estadisticas aplicadas en esta investigacion (Cuadro 5) fueron ejecutadas a
través del software libre del programa RStudio (161). Previo al empleo de cada una de
estas pruebas, se transformaron las tasas de la variable expresion génica a valores de la
escala logaritmica en base 10, ya que la interpretacion de la magnitud de los cambios es
dificil de realizar cuando las tasas se ubican entre valores de 0 y 1. Por otro lado, en el
caso de la variable frecuencia de consumo, se construyeron terciles de ingesta para cada
uno de los grupos de alimentos evaluados de acuerdo al puntaje (score) de consumo

calculado para cada uno de los sujetos de estudio.

Cuadro 5. Pruebas estadisticas aplicadas en la investigacion

Relacién entre Pruebas estadisticas empleadas

Tipo de analisis = Tipo de prueba grupos o
Inicial Post-hoc
muestras
Comparaciones Independientes
de dos grupos o Paramétrica t de Student

Relacionados
muestras

La linea punteada indica que el item no aplica para dicho caso
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Cuadro 5. Continuacioén

Tipo de analisis

Comparaciones
de dos grupos o

muestras

Comparaciones
de tres o mas
grupos o

muestras

Correlacion

lineal

Tipo de prueba

No paramétrica

Paramétrica

No paramétrica

Paramétrica

No paramétrica

Relacion entre
grupos o

muestras
Independientes

Relacionados
Independientes

Relacionados
Independientes

Relacionados

Pruebas estadisticas empleadas

Inicial

U de Mann-
Whitney
Wilcoxon

Anova de una
via

Kruskal-Wallis

Friedman
Pearson

Spearman

Post-hoc

Tukey HDS

U de Mann-
Whitney*

Wilcoxon*

La linea punteada indica que el item no aplica para dicho caso | * El p-valor obtenido de estas pruebas fue ajustado

aplicando el test de Bonferroni en todos los casos en los que se realizaron comparaciones multiples

Finalmente, con el fin de identificar datos atipicos a 1,5 rangos intercuartilicos y definir

también el tipo de prueba estadistica a utilizar sobre las variables cuantitativas, se

construyeron diagramas de caja y se aplicaron los test de Shapiro-Wilk y Levene para

evaluar los supuestos de normalidad y homocedasticidad, respectivamente. Por ultimo,

con el proposito de establecer diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

0 muestras objeto de analisis, se determind un nivel de significacion de a=0,05 en todos

los casos.
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5.1 Descripcion de los sujetos de estudio

De las 47 personas reclutadas al inici6 de la investigacion el 61,7% (29 individuos) culminé
exitosamente con todos los procedimientos establecidos para la misma. De este ultimo
grupo de individuos se destaca que el 79,3% refiri6 no estar bajo ningun tratamiento
meédico reciente, el 72,4% reportdé no consumir medicamentos, 55,2% indicé consumir
alcohol, el 65,5% sefialo tener buenos habitos alimentarios, el 55,2% reporté realizar algun

tipo de actividad fisica y el 65,5% refirid tener un habito de suefio 6ptimo (Tabla 10).

Tabla 10. Comportamiento de las variables de salud en la muestra de individuos analizada

Variable Opcioén de Numero de Proporcion del
Respuesta individuos total (%)

Si 5 17,2

Tratamiento médico No 23 79,3

Sin Dato 1 3,5

Si 8 27,6

Consumo de medicamentos No 21 72,4
Sin Dato - -

Si 16 55,2

Consumo de alcohol No 12 41,4

Sin Dato 1 3.4

Si 19 65,5

Habito de sueio No 10 34,5

Sin Dato - -
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Tabla 10. Continuacion

item Opcién de Numero de Proporcién del
Respuesta individuos total (%)

Si 16 55,2

Actividad fisica No 13 44,8
Sin Dato - -
Excelente - -

Bueno 19 65,5

Habitos alimentarios Regular 10 34,5
Malo - -
Sin Dato - -

La distribucion por sexo en el grupo de sujetos de estudio fue de un 75,9% de mujeres y
un 24,1% de hombres, por otro lado, la asignacion de estos sujetos a los grupos de
tratamiento fue de 75,9% para el grupo intervencion y de 24,1% para el grupo control. Al
comparar los datos de algunas variables de interés segun el sexo, se observé que la
circunferencia de la cintura fue significativamente mayor en los hombres respecto de las
mujeres y que el nivel sérico de colesterol HDL fue significativamente inferior en los
hombres comparado con las mujeres (Tabla 11). El contraste de dichas variables fue
también realizado de acuerdo al grupo de tratamiento, sin embargo, no se evidencié ningun

tipo de diferencia significativa en este caso (Tabla 11).

Tabla 11. Comportamiento de las variables antropométricas y bioquimicas en la muestra

de individuos analizada

Sexo Grupo de estudio
. Todos
Variable Mujeres Hombres Intervencion Control (n=29)
n=
(n=22) (n=7) (n=22) (n=7)
Edad (afios) 23,8+4,1 251+21 242 +4,0 239+238 241+3,7
IMC (kg/m?) 21,3+2,1 23,7+34 23,0127 21,0+£2,2 219+2,6
Circunferencia de

70,4 £4,8 83,4 £ 11,8 73,7+9,3 73,0+ 8,1 73,5+8,9

la cintura (cm)

Los valores presentados corresponden al promedio con su respectiva desviacion estandar | mp-valor (Hombres vs
Mujeres) = 0,0009 segun el test de Mann-Whitney
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Tabla 11. Continuacion

Sexo Grupo de estudio
Variable Mujeres Hombres Intervencion Control Todos (n=29)
(n=22) (n=7) (n=22) (n=7)
Glicemia basal
82,3+8,6 85,3+ 8,0 82,1+7,3 85,7+ 11,3 83,0+ 84
(mg/dL)
Colesterol total 155,7 £
163,2 £ 241 155,7 +44,8 163,2 £24,9 161,4 £29,6
(mg/dL) 43,2
Colesterol LDL
87,3+24,2 89,6 + 41,1 87,0+253 90,6 £ 39,6 87,8 £ 28,6
(mg/dL)
Colesterol HDL
55,2 + 9,0* 447 £ 6,3 53,4+ 10,4 50,3 £ 5,7 52,7+ 9,5
(mg/dL)
Triglicéridos
102,7 £ 76,3 99,4 +554 110,7 £ 78,7 741+248 | 101,9+70,9
(mg/dL)

Los valores presentados corresponden al promedio con su respectiva desviacion estandar | *p-valor (Mujeres vs
Hombres) = 0,0041 segun la prueba t de Student

5.2 Comportamiento de los factores normalizadores de la
tasa de expresion relativa de los genes de interés

En el calculo de la tasa de expresion relativa de los genes de interés, como fue indicado
en la metodologia, es necesario realizar un analisis del comportamiento de cada uno de
sus factores normalizadores, en este caso de los genes de estudio en la muestra
calibradora y de los genes de referencia en las muestras de estudio. De este aspecto, es
importante mencionar que la muestra utilizada como calibradora en esta investigacion
corresponde a una muestra de sangre periférica obtenida de uno de los investigadores,
cuyo cDNA fue amplificado por gPCR en cada una de las placas de reaccion de cada uno
de los sujetos de estudio. Por otro lado, se debe recordar que los genes rRNA 18Sy ACTB

fueron seleccionados como genes de referencia para este estudio.

En el primer caso, la evaluacion del comportamiento del Cq de los genes de estudio en la
muestra calibradora evidencié que, con excepcion del gen TLR4, se presentaron datos
atipicos dentro de las 58 réplicas de cada uno de dichos genes (Tabla 12). Por otro lado,
al contrastar el Cq obtenido para cada uno de los genes de esta muestra en los 29 ensayos
de qPCR realizados, se observaron diferencias estadisticamente significativas para cada
uno estos genes segun la prueba de comparaciones multiples, sin embargo, este resultado

no fue validado por el test post-hoc correspondiente, ya que en el mismo no se identificd
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ningun cambio significativo en el Cq de dichos genes entre los distintos ensayos (Tabla
12).

Tabla 12. Comportamiento del Cq de los genes de estudio en la muestra calibradora

Gen No. No. Mediana | Media DE Friedman Wilcoxon

Replicas* @ Atipicos~ (Cq) (Cq) (Cq) (p-valor) & (p-valor) =
rRNA 18S 58 3 11,16 11,22 0,42 2,621 e-14 > 0,05
ACTB 58 6 18,14 18,22 = 0,26 2,621 e-14 > 0,05
IL1R 58 4 29,18 29,21 0,49 2,621 e-14 > 0,05
IL6R 58 2 24,41 2445 @ 0,36 2,621 e-14 > 0,05
NFkB 58 4 23,91 23,98 0,31 2,621 e-14 > 0,05
TLR2 58 2 25,59 2564 0,34 2,621 e-14 > 0,05
TLR4 58 - 23,73 23,80 0,47 2,621 e-14 > 0,05
TNFR 58 4 22,91 2295 0,34 2,621 e-14 > 0,05

DE. Desviacion estandar | * El numero de réplicas por placa fue 2 y el numero de placas utilizadas fue 29; « Datos atipicos
identificados a 1,5 rangos intercuartilicos a través de graficos boxplot; & p-valor obtenido luego de comparar las réplicas
de cada gen en las 29 placas; ¢ p-valor ajustado por la prueba de Bonferroni, el cual indica la tendencia del p-valor en
todas las comparaciones realizadas en la prueba post-hoc | ILTR (IL1R1). Interleukin 1 receptor type 1. IL6R. Interleukin
6 receptor. TLR2. Toll-like receptor 2. TLR4. Toll-like receptor 4. TNFR (TNFRSF1A). TNF receptor superfamily member
1A. NFkB (RELA). RELA proto-oncogene, NF-kB subunit. ACTB. Actin beta. rRNA 18S (RNA18S5). RNA, 18S ribosomal
5.

En el segundo caso, el analisis del comportamiento de los genes de referencia partié de
una inspeccion visual del valor Cq obtenido para cada uno de dichos genes entre las
muestras de estudio. Este procedimiento permitidé identificar tres datos atipicos en la
muestra basal y un dato atipico en la muestra Int_B para el gen rRNA 18S, mientras que
para el gen ACTB no se observo la presencia de datos atipicos en ninguna de las muestras
de estudio (Anexo X-C). El proceso anterior fue replicado, esta vez sobre el cociente del
Cq de ambos genes de referencia (rRNA 18S/ACTB), lo cual mostré dos datos atipicos en

la muestra Basal y uno en la muestra Int_B (Anexo X-C).

Considerando lo anterior, se procedid a realizar las comparaciones de los valores Cq de
los genes de referencia entre las muestras bioldgicas de estudio incluyendo y excluyendo
los datos atipicos encontrados (Anexo X-C). En el caso del gen rRNA 18S, se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el valor Cq, especificamente entre las

muestras basal e Int_B, cuando no se descartaron los datos atipicos, mientras que en el
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caso donde dichos datos se eliminaron no se presentd ningun tipo de cambio significativo
(Figura 6).

Figura 6. Cq del gen de referencia rRNA 18S en las muestras biolégicas de estudio
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Los valores presentados corresponden al promedio | Basal. Muestra biolégica del momento 1. Int_A. Muestra bioldgica del
momento 2. Int_B. Muestra biolégica del momento 3 | &p-valor (Basal vs Int_A vs Int_B) = 0,0116 segun el test de Friedman;
*p-valor ajustado (Basal vs Int_B) = 0.0110 segun la prueba post-hoc de Wilcoxon con correccion por el test Bonferroni |
n=29 para las columnas azules; n=26, n=29 y n=28 en las muestras Basal, Int_A e Int_B, respectivamente, para las columnas
rojas.

Por otro lado, en el caso del gen ACTB no se identificaron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores Cq de las muestras biolégicas de estudio (Anexo X-C). Por
ultimo, al realizar los contrastes entre los cocientes del Cq de ambos genes en las muestras

biologicas de estudio, se evidenciaron variaciones estadisticamente significativas,

particularmente entre las muestras basal e Int_A (Figura 7).

Figura 7. Cociente Cq de los genes de referencia en las muestras biolégicas de estudio
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Los valores presentados corresponden al promedio | Basal. Muestra biolégica del momento 1. Int_A. Muestra bioldgica del
momento 2. Int_B. Muestra biolégica del momento 3 | &p-valor (Basal vs Int_A vs Int_B) = 0,0045 segun el test de Friedman;
*p-valor ajustado (Basal vs Int_A) = 0,0280 segun la prueba post-hoc de Wilcoxon con correccion por el test Bonferroni |
n=29 para las columnas azules; n=27, n=29 y n=28 en las muestras Basal, Int_A e Int_B, respectivamente, para las columnas
rojas.
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Teniendo en cuenta este ultimo resultado se decidid suprimir, de todos los analisis
posteriores, aquellos datos atipicos identificados en la inspeccion del cociente Cq, ya que
para el célculo de la tasa de expresion relativa se consideré adecuado el ajuste por los dos
genes de referencia. Adicionalmente, esta decision se justificd por el hecho de que los
datos atipicos en el cociente Cq fueron producto de los datos atipicos identificados para el
gen rRNA 18S, cuyos resultados fueron aislados y parecen ser debidos a un error de tipo

técnico.

5.3 Particularidades de los genes ILTR y TLR4 en las
muestras biolégicas de estudio

Un proceso de inspeccion llevado a cabo sobre los datos obtenidos del ensayo de gPCR
en las muestras de estudio, mostré un comportamiento inconsistente en las curvas de
fusion (melting) de los genes ILT1R y TLR4 respecto de lo observado en el pre-ensayo
sefialado en la metodologia del presente documento. En general, en las muestras de
estudio se evidencio la presencia de mas de un pico en la curva de fusién para el gen IL1R,
mientras que para el gen TLR4 no se observé un pico claramente definido en dicha curva
(Figura 8).

Figura 8. Curva de fusion (melting) para los genes IL1R y TLR4 en las muestras biolégicas

de estudio

IL1R

TLR4

Curva de fusién generada por el software del termocilador LigthCycler 96 para las muestras de uno de los sujetos de estudio
| IL1R (IL1R1). Interleukin 1 receptor type 1. TLR4. Toll-like receptor 4 | Nota. La presencia de mas de un pico en la curva
de fusion es indicativa de la amplificacion de fragmentos génicos adicionales durante el ensayo de qPCR
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Con el fin de validar la inconsistencia mencionada, se realizdé una electroforesis en un gel
de agarosa de los fragmentos obtenidos para dichos genes en un conjunto de muestras
de estudio seleccionadas al azar. El resultado de esta prueba demostr6é que para el gen
IL1R hubo una amplificaciéon del fragmento esperado junto otros inespecificos (Figura 9),
por lo que este gen fue retirado de todos los analisis posteriores. En el caso del gen TLR4,
si bien se observé la presencia de tres fragmentos de tamafos distintos, todos ellos se

correspondieron con los amplificados esperados para sus respectivas variantes (Figura 9).

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de los genes IL1Ry TLR4

IL1R (IL1R1). Interleukin 1 receptor type 1. TLR4. Toll-like receptor 4 | Los cuadros indican los tamafos esperados para
los fragmentos de cada uno de los genes evaluados: en IL1R, 179 pb (blanco); en TLR4, 279 pb (rojo), 379 pb (amarillo)
y 92 pb (blanco) para las variantes 1, 3 y 4, respetivamente | Los marcadores de peso molecular en escala de 100 — 1.200
pb | Las bandas brillantes ubicadas en la parte superior de la figura corresponden a un control positivo de DNA gendmico.

5.4 Comportamiento de los genes de interés en las
muestras biolégicas respecto de las distintas
variables de estudio

5.4.1 Variables de salud y antropométricas

Los sujetos de estudio fueron agrupados segun las respuestas proporcionadas en el
cuestionario de salud y nutricién para cada una de las variables de salud, tras lo cual se
contrastaron las tasas de expresion de cada uno de los genes de interés en la muestra
basal de acuerdo a dichas respuestas (Anexo X-D). Para las variables consumo de alcohol,
calidad de suefio, actividad fisica y habitos alimentarios, no se observo ninguna diferencia

significativa (Anexo X-D). Por otro lado, en el caso de la variable nivel de estrés, |la tasa de
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expresion del gen NFkB fue significativamente mayor en los individuos que reportaron el

grado mas alto de estrés comparado con aquellos que refirieron el mas bajo (Figura 10).

Figura 10. Tasa de expresion del gen NFKB (RELA) de acuerdo a la variable nivel de estrés

en la muestra biolégica basal
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Los valores presentados corresponden al promedio | ®#p-valor (2 vs 3 vs 4) = 0,0486 segun la prueba de Anova; *p-valor (2
vs 4) = 0,0439 segun el test post-hoc de Tukey | n=7 para la columna azul, n=13 para la columna roja y n=6 para la columna
verde.

Finalmente, se construyé una matriz de correlacion entre las tasas de expresion de los
genes de interés en la muestra bioldgica basal y cada una de las variables antropométricas,
en la cual no se identifico la existencia de algun tipo de correlacion entre el indice de masa

corporal (IMC) o la circunferencia de la cintura y la expresion génica (Tabla 13).

Tabla 13. Matriz de correlacion entre las tasas de expresion de los genes de interés en la
muestra bioldgica basal y las variables antropométricas
Coeficiente de correlaciéon de Spearman (rho)

Genes de interés .
Indice de masa corporal (/IMC) @ Circunferencia de la Cintura

IL6R -0,1693 0,1224
NFkB -0,0614 0,1991
TLR2 -0,0529 0,1566
TLR4 -0,2704 0,0690
TNFR 0,0706 0,0956

n=27 para todos casos | IL6R. Interleukin 6 receptor. TLR2. Toll-like receptor 2. TLR4. Toll-like receptor 4. TNFR
(TNFRSF1A). TNF receptor superfamily member 1A. NFkB (RELA). RELA proto-oncogene, NF-kB subunit.
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5.4.2 Variables de consumo

Los voluntarios fueron agrupados por terciles de ingesta de alimentos segun la puntuacion
(score) obtenida en cada uno de los grupos de alimentos incluidos en el instrumento de
frecuencia de consumo, tras lo cual se contrastaron las tasas de expresion de los genes
de interés, estimados en la muestra bioldgica basal, entre dichos terciles (Anexo X-F). Este
analisis reveld que las tasas de expresién de los genes IL6R y TLR2 variaron
significativamente entre los terciles de consumo del grupo de alimentos frutas enteras,

especificamente entre los terciles 1y 3 (Figura 11).

Figura 11. Tasa de expresion de los genes IL6R y TLR2 en la muestra biolégica basal

segun los terciles de consumo de frutas enteras
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Los valores presentados corresponden al promedio | T1. Primer tercil. T2. Segundo tercil. T3. Tercer tercil | IL6R. Interleukin
6 receptor; mp-valor (T1 vs T2 vs T3) = 0,0113 segun la prueba de Anova; *p-valor (T1 vs T3) = 0,0100 segun el test post-
hoc de Tukey | TLR2. Toll-like receptor 2; ap-valor (T1 vs T2 vs T3) = 0,0162 segun la prueba de Kruskal-Wallis; *p-valor
ajustado (T1 vs T3) = 0,0063 segun el test post-hoc de Mann-Whitney con correccién por el test Bonferroni | n=10, n=8 y n=9
para T1, T2 y T3, respetivamente.

Por otro lado, para el caso de la ingesta del grupo de alimentos /lacteos y derivados, se
observaron diferencias estadisticamente significativas para los genes IL6R y NFkB entre
los terciles de consumo, sin embargo, la pruebas post-hoc indicaron que Unicamente para
el gen NFkB se identificé un cambio estadisticamente significativo en la tasa de expresion,

particularmente entre el primer y tercer tercil de ingesta (Figura 12).
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Figura 12. Tasa de expresion de los genes IL6R y NFKB (RELA) en la muestra bioldgica

basal segun los terciles de consumo de lacteos y derivados
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Los valores presentados corresponden al promedio | T1. Primer tercil. T2. Segundo tercil. T3. Tercer tercil | IL6R. Interleukin
6 receptor; \p-valor (T1 vs T2 vs T3) = 0,0417 segun la prueba de Kruskal-Wallis | NFkB (RELA). RELA proto-oncogene,
NF-kB subunit; ®p-valor (T1 vs T2 vs T3) = 0,0414 segun la prueba de Kruskal-Wallis; *p-valor ajustado (T1 vs T3) = 0,0400
segun el test post-hoc de Mann-Whitney con correccién por el test Bonferroni | n=10, n=8 y n=9 para T1, T2 y T3,
respetivamente.

Adicionalmente, para el grupo de alimentos raices, tubérculos y platanos, se exhibieron
diferencias estadisticamente significativas en las tasas de expresién del gen IL6R entre los
terciles de consumo, basicamente entre el segundo y el tercero, cuando se refirié la ingesta
de dichos alimentos en forma de frituras (Figura 13). Por ultimo, en el grupo de alimentos
carnes, huevos y leguminosas secas, se presentaron diferencias estadisticamente
significativas en las tasas de expresién del gen TNFR, especificamente entre los terciles
de consumo 2 y 3, de aquellos alimentos que se reportaron ingeridos en forma asada y/o

rostizada (Figura 13).

Figura 13. Tasa de expresion de los genes IL6R y TNFR segun los terciles de consumo

de los grupos de alimentos RTP y CHLs
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Los valores presentados corresponden al promedio | RTP. Raices, tubérculos y platanos. CHLs. Carnes, huevos y
leguminosas secas | T1. Primer tercil. T2. Segundo tercil. T3. Tercer tercil | IL6R. Interleukin 6 receptor; mp-valor (T1 vs T2
vs T3) = 0,0373 segun la prueba de Anova; *p-valor (T2 vs T3) = 0,0308 segun el test post-hoc de Tukey; n=7, n=9 y n=9
para T1, T2 y T3, respetivamente | TNFR (TNFRSF1A). TNF receptor superfamily member 1A; sp-valor (T1 vs T2 vs T3) =
0,0324 segun la prueba de Kruskal-Wallis; *p-valor ajustado (T2 vs T3) = 0,0280 segun el test post-hoc de Mann-Whitney
con correccion por el test Bonferroni; n=9, n=7 y n=8 para T1, T2 y T3, respetivamente.
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5.4.3 Variables bioquimicas

En primer lugar, se realizé un contraste entre las muestras biolégicas basal e Int B
respecto de los datos obtenidos para cada una de las variables bioquimicas por cada uno
de los grupos de tratamiento (Anexo X-G). El resultado de este analisis mostré un aumento
estadisticamente significativo en los niveles séricos de glicemia basal, colesterol total y
colesterol HDL en la muestra bioldgica Int_B comparado con la muestra biolégica basal en
el caso de los individuos del grupo intervencion (Figura 14). Por otro lado, para los
voluntarios del grupo control, no se hallé ningun tipo de diferencia entre las muestras
biolégicas mencionadas (Anexo X-G).

Figura 14. Comportamiento de las variables bioquimicas en las muestras biolégicas basal

e Int_B de los individuos del grupo intervencion

200
180
— 160
140
120

100 = m Basal
8 * mint B
6
4
2

0

Glicemia Colesterol Colesterol Colesterol Triglicéridos
basal Total LDL HDL

Nivel sérico [mg/dL
o O o o

Los valores presentados corresponden al promedio | Basal. Muestra biolégica del momento 1, n=22. Int_B. Muestra biolégica
del momento 3, n=22 | *p-valor glicemia basal = 0,0081, p-valor colesterol total = 0,0401 y p-valor colesterol HDL = 0,0075
segun la prueba t de Student.

En segundo lugar, se generaron matrices de correlacion para las muestras bioldgicas basal
e Int_B entre los datos de cada una de las variables bioquimicas y las tasas de expresion
de cada uno de los genes de interés para cada grupo de tratamiento (Anexo X-H). En
general, para la mayoria de los casos no se evidenciaron correlaciones, positivas o
negativas, estadisticamente significativas entre las variables bioquimicas y la expresion de

los genes de interés (Tabla 14).
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Tabla 14. Matriz de correlacién entre las variables bioquimicas y las tasas de expresion de

genes de interés en las muestras biolégicas basal e Int_B para cada uno de los grupos de

estudio
Coeficiente de correlacion
Variable GT MB

IL6R NFkB TLR2 TLR4 TNFR

Basal -0,0870 -0,1739 0,0290 -0,2319 0,9276*

Glicemia cr Int_B -0,2933 -0,0720 0,5758 0,0284 0,4303
basal Basal -0,4408* -0,3319 -0,3361 -0,0191 0,1097
int Int_B -0,1057 -0,1823 -0,3531 -0,2016 -0,5317*

Basal -0,1301 -0,2149 -0,3201 -0,8345* 0,5367

Colesterol cr Int_B -0,4477 -0,6589 0,0628 -0,0712 -0,0870
total Basal -0,1164 0,0666 -0,0381 -0,3922 -0,0525

int Int_B -0,4884* -0,5010* -0,1250 -0,2994 -0,3633

Basal -0,0373 -0,1197 -0,2353 -0,7612 0,5560

Colesterol ctr Int_B -0,3329 -0,5804 0,0281 0,0012 -0,1152
LDL Basal -0,2713 -0,1626 -0,2097 -0,3790 -0,0547
int Int_B -0,6099* -0,56515* -0,2780 -0,3891 -0,4846*

Basal -0,4753 -0,4898 -0,6086 -0,4396 -0,5746

Colesterol o Int_B -0,7066 -0,6644 -0,4074 -0,7709* -0,3321
HDL Basal 0,0900 0,0875 0,0535 -0,0279 0,0226

int Int_B 0,1413 -0,0651 0,1786 0,0055 0,0711

Basal -0,2405 -0,3042 -0,1741 -0,6713 0,8375*

Triglicéridos cr Int_B -0,4749 -0,4084 0,5906 0,0966 0,3912
Basal -0,1664 -0,0591 -0,0949 -0,2021 -0,0650

int Int_B -0,0959 0,2146 -0,0664 0,0810 0,0282

Los valores subrayados fueron estimados a partir de la prueba de Spearman, los demas fueron calculados con la
prueba de Pearson; *p-valor de la correlacion < 0,05 |GE. Grupo de estudio. MB. Muestra biolégica. Ctr. Grupo control.
Int. Grupo intervencion | Basal. Muestra biologica del momento 1; n=21 para el grupo intervencién y n=6 para el grupo
control. Int_B. Muestra biolégica del momento 3; n=21 para el grupo intervencion y n=7 para el grupo control | IL6R.
Interleukin 6 receptor. TLR2. Toll-like receptor 2. TLR4. Toll-like receptor 4. TNFR (TNFRSF1A). TNF receptor
superfamily member 1A. NFkB (RELA). RELA proto-oncogene, NF-kB subunit.

Pese al resultado indicado en el parrafo anterior, vale la pena resaltar el comportamiento
de las variables colesterol total y colesterol LDL en la muestra biolégica Int_B de los
individuos del grupo intervencién, donde para la primera variable se observaron
correlaciones negativas estadisticamente significativas con la expresion de los genes IL6R
y NFkB, mientras que para la segunda variable se presenté el mismo tipo de correlacién
con la expresion de los dos genes mencionados y con la expresion del gen TNFR (Tabla
14).
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Otros aspectos a destacar son las correlaciones negativas estadisticamente significativas
entre la variable glicemia basal y la expresion de los genes IL6R y TNFR en las muestras
biolégicas basal e Int_B, respectivamente, de los individuos del grupo intervencion, asi
como la correlacion positiva estadisticamente significativa entre dicha variable y la
expresion del gen TNFR en la muestra bioldgica basal en los sujetos del grupo control
(Tabla 14). Por otro lado, es importante resaltar la correlacion negativa estadisticamente
significativa de las variables colesterol total y colesterol HDL con la expresion del gen TLR4
en las muestras bioldgicas basal e Int_B, respetivamente, de los voluntarios del grupo
control (Tabla 14). Por ultimo, se debe considerar la correlacion negativa estadisticamente
significativa entre la variable triglicéridos y la expresion del gen TNFR en la muestra

biologica basal de los individuos del grupo control (Tabla 14).

5.5 Efecto del tratamiento con frutas sobre la expresion
de los genes de interés en las muestras biolégicas de
estudio

5.5.1 Correlacion entre las tasas de expresidon de los genes de
interés antes y después de la intervencién nutricional

Se construyd una matriz de correlacion entre las tasas de expresion de cada uno de los

genes interés para cada una de las muestras biolégicas en cada grupo de tratamiento

(Anexo X-l). Este analisis mostré que la mayoria de las correlaciones estadisticamente

significativas se registraron en las muestras biolégicas del grupo intervencion, ademas,

que para el caso del gen TNFR, solo se exhibieron correlaciones estadisticamente

significativas en la muestra biolégica Int_B de los individuos de dicho grupo (Tabla 15).

Tabla 15. Matriz de correlacion entre las tasas de expresion de los genes de interés en las

muestras biologicas de cada uno de los grupos de tratamiento

Coeficiente de correlacion

Gen Grupo Muestra
NFkB TLR2 TLR4 TNFR
Basal 0,9953* 0,8793* 0,5207 -0,2456
IL6R Ctr Int_A 0,9308* 0,0337 0,0515 0,2539
Int_ B 0,8830* 0,2919 0,6844 0,4266

*p-valor de la correlacion < 0,05 | Ctr. Grupo control. Int. Grupo intervencion | Basal. Muestra biolégica del momento
1; n=6 para el grupo control y n=21 para el grupo intervencion. Int_A. Muestra biolégica del momento 2; n=7 para el
grupo control y n=22 para el grupo intervencion. Int_B. Muestra biolégica del momento 3; n=7 para el grupo control y
n=21 para el grupo intervencion | IL6R. Interleukin 6 receptor. TLR2. Toll-like receptor 2. TLR4. Toll-like receptor 4.
TNFR (TNFRSF1A). TNF receptor superfamily member 1A. NFkB (RELA). RELA proto-oncogene, NF-kB subunit.
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Tabla 15. Continuacion

Coeficiente de correlaciéon

Gen Grupo Muestra
NFkB TLR2 TLR4 TNFR
Basal 0,7288* 0,8299* 0,6176* 0,0658
IL6R Int Int_A 0,7010* 0,4557* 0,6386* -0,0759
Int_B 0,7613* 0,5946* 0,5107* 0,7393*
Basal 0,9028* 0,5910 -0,2671
Ctr Int_A 0,1240 0,0367 0,2225
Int_ B 0,3329 0,6524 0,3594
NFkB
Basal 0,4821* 0,3432 -0,1495
Int Int_A 0,5663* 0,5686* -0,0136
Int_ B 0,4771* 0,6097* 0,7845*
Basal 0,6962 -0,0086
Ctr Int_A 0,9172* 0,5315
Int_B 0,7491 0,9136*
TLR2
Basal 0,6725* 0,3701
Int Int_A 0,5584* -0,1971
Int_ B 0,6564* 0,6432*
Basal -0,2705
Ctr Int_A 0,5557
Int_B 0,6399
TLR4
Basal 0,3790
Int Int_A 0,0367
Int_ B 0,5978*

Los valores subrayados fueron estimados a partir de la prueba de Spearman, los demas fueron calculados con la
prueba de Pearson; *p-valor de la correlacion < 0,05 | Ctr. Grupo control. Int. Grupo intervencion | Basal. Muestra
biolégica del momento 1; n=6 para el grupo control y n=21 para el grupo intervencion. Int_A. Muestra biolégica del
momento 2; n=7 para el grupo control y n=22 para el grupo intervencion. Int_B. Muestra biolégica del momento 3;
n=7 para el grupo control y n=21 para el grupo intervencion | IL6R. Interleukin 6 receptor. TLR2. Toll-like receptor 2.
TLRA4. Toll-like receptor 4. TNFR (TNFRSF1A). TNF receptor superfamily member 1A. NFkB (RELA). RELA proto-
oncogene, NF-kB subunit.

5.5.2 Diferencias en las tasas de expresion de los genes de interés
luego de la ingesta de los desayunos de prueba

Los sujetos de estudio fueron agrupados segun el tipo de desayuno consumido (A, B o C)

en el momento 2 de la fase de intervencion, tras lo cual se compararon las tasas de

expresion de cada uno de los genes de interés entre dichos desayunos en la muestra

biologica Int_A (Anexo X-J). El resultado de este procedimiento indic6 que no hubo
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diferencias estadisticamente significativas entre la expresion de los genes de estudio y el

tipo de desayuno consumido por los voluntarios (Figura 15).

Figura 15. Tasas de expresion de los genes de interés en la muestra biologica Int_A segun

el tipo de desayuno consumido por los voluntarios
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Los valores presentados corresponden al promedio | A. Desayuno A de los individuos del grupo intervencion, n=10. B.
Desayuno B de los individuos del grupo intervencion, n=12. C. Desayuno de los individuos del grupo control, n=7 | IL6R.
Interleukin 6 receptor. TLR2. Toll-like receptor 2. TLR4. Toll-like receptor 4. TNFR (TNFRSF1A). TNF receptor superfamily
member 1A. NFkB (RELA). RELA proto-oncogene, NF-kB subunit.

5.5.3 Diferencias en las tasas de expresion de los genes de interés
antes y después de la intervencion nutricional con frutas

En un primer analisis se compararon las tasas de expresioén de cada uno de los genes de
interés entre las muestras bioldgicas de estudio por cada grupo de tratamiento (Anexo X-
K), observandose que para el grupo de control no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en la expresién de los genes evaluados entre las distintas
muestras bioldgicas (Figura 16).

Figura 16. Tasas de expresion de los genes de interés en las muestras biolégicas de los

individuos del grupo control
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Los valores presentados corresponden al promedio | Basal. Muestra inicial (momento 1), n=6. Int_A. Muestra de la
intervencion A (momento 2), n=7. Int_B. Muestra de la intervenciéon B (momento 3), n=7 | IL6R. Interleukin 6 receptor. TLR2.
Toll-like receptor 2. TLR4. Toll-like receptor 4. TNFR (TNFRSF1A). TNF receptor superfamily member 1A. NFkB (RELA).
RELA proto-oncogene, NF-kB subunit.
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Por otro lado, en el caso del grupo intervencién se revelaron diferencias estadisticamente
significativas en la expresién de los genes IL6R, NFkB y TLR2 entre las muestras
biolégicas de estudio segun la prueba de comparaciones multiples (Figura 17). De este
resultado es importante sefalar que para los genes IL6R y NFkB se presentd una
reduccion estadisticamente significativa en las tasas de expresion estimadas para la
muestra Int_B respecto de la muestra basal segun la prueba post-hoc, la cual no identificé
ningun tipo de cambio significativo en la expresién del gen TLR2 entre las tres muestras

biolégicas evaluadas (Figura 17).

Figura 17. Tasas de expresion de los genes de interés en las muestras biolégicas de los

individuos grupo intervencion
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Los valores presentados corresponden al promedio | Basal. Muestra inicial (momento 1), n=21. Int_A. Muestra de la
intervencion A (momento 2), n=22. Int_B. Muestra de la intervencién B (momento 3), n=21 | IL6R. Interleukin 6 receptor; ®p-
valor (Basal vs Int_A vs Int_B) = 0,0340 segun la prueba de Anova; *p-valor (Basal vs Int_B) = 0,0313 segun el test de Tukey.
TLR2. Toll-like receptor 2; ap-valor (Basal vs Int_A vs Int_B) = 0,0474 segun la prueba de Friedman. TLR4. Toll-like receptor
4. TNFR (TNFRSF1A). TNF receptor superfamily member 1A. NFkB (RELA). RELA proto-oncogene, NF-kB subunit; ap-
valor (Basal vs Int_A vs Int_B) = 0,0208 segun la prueba de Anova; *p-valor (Basal vs Int_B) = 0,0166 segun el test de Tukey.

En un segundo analisis, se contrastaron las tasas de expresion de los genes de interés
entre las muestras bioldgicas de estudio de los voluntarios del grupo intervencion, luego
de que los mismos fueran agrupados segun los terciles de expresion génica de la muestra
biolégica basal (Anexo X-L). En el caso de los genes IL6R y TNFR se exhibieron
reducciones estadisticamente significativas luego del tratamiento con las frutas en los
individuos ubicados en el tercer tercil segin la prueba de comparaciones multiples, sin
embargo, la prueba post-hoc sélo valido las diferencias entre la muestra biolégica Int_ B

respecto de las muestras basal e Int_A, respectivamente, para el gen IL6R (Figura 18).
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Figura 18. Tasas de expresién de los genes IL6R y TNFR en las muestras biologicas de

estudio del grupo intervencién para el tercer tercil de expresion génica en la muestra basal
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Los valores presentados corresponden al promedio | Basal. Muestra bioldgica del momento 1. Int_A. Muestra bioldgica del
momento 2. Int_B. Muestra del momento 3 | IL6R. Interleukin 6 receptor; ®p-valor (Basal vs Int_A vs Int_B) = 0,0013 segun
la prueba de Anova; *p-valor (Int_A vs Int_B) = 0,0248 y (Basal vs Int_B) = 0,0010 segun el test de Tukey; n=7 para Basal e
Int_A 'y n=6 para Int_B | TNFR (TNFRSF1A). TNF receptor superfamily member 1A; &p-valor (Basal vs Int_A vs Int_B) =
0,0498 segun la prueba de Friedman; n=7 para todas las muestras.

Por otro lado, en el caso del gen TLR4 se registraron diferencias estadisticamente
significativas entre las tasas de expresiéon de las muestras bioldgicas de estudio de los
individuos ubicados en el primer tercil de expresidon génica para la muestra basal,
particularmente un aumento en la tasa de expresidon en la muestra bioldgica Int_A respecto
de la muestra bioldgica basal. Un comportamiento similar al anterior fue también observado
para el gen TLR2, aunque para el caso de este gen el p-valor obtenido fue superior al nivel

de significancia establecido (Anexo X-L).

Finalmente, para el caso del gen NFkB se identificaron cambios estadisticamente
significativos entre las muestras biologicas de estudio de los individuos asignados al
segundo y tercer tercil de expresion génica, respectivamente, de la muestra biolégica basal
(Figura 19). En el primer grupo de sujetos se presentd una disminucién en las tasas de
expresion del gen NFkB en las muestras Int_A e Int_B respecto de la muestra basal, sin
embargo, dicha diferencia solo fue significativa para la muestra Int_B segun la prueba post-

hoc (Anexo X-L). Por otro lado, en el segundo grupo de voluntarios la prueba post-hoc no
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reportd ningun cambio estadisticamente significativo en la expresion del gen NFkB entre

las muestras bioldgicas evaluadas (Anexo X-L).

Figura 19. Tasas de expresion del gen NFkB (RELA) en las muestras bioldgicas de estudio

del grupo intervencién de acuerdo a los terciles de expresion génica en la muestra basal
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Los valores presentados corresponden al promedio | T1. Primer tercil. T2. Segundo tercil. T3. Tercer tercil | Basal. Muestra
biolégica del momento 1. Int_A. Muestra bioloégica del momento 2. Int_B. Muestra del momento 3 | &p-valor T2 (Basal vs
Int_A vs Int_B) = 0,0237 segun la prueba de Anova, *p-valor T2 (Basal vs Int_B) = 0,0331 segun el test de Tukey, n=7 para
todas las muestras; mp-valor T3 (Basal vs Int_A vs Int_B) = 0,0057 segun la prueba de Friedman, n=7 para Basal e Int_Ay
n=6 para Int_B.
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En términos de la muestra de estudio es importante indicar que el reclutamiento de
trabajadores fue nulo y que la captacién de voluntarios del sexo masculino fue
considerablemente baja, siendo este ultimo aspecto una importante limitacion para la
investigacion ya que no fue posible realizar un analisis discriminatorio segun la variable
sexo, cuya influencia sobre el comportamiento bioldgico de los individuos es claramente
conocida. Por otro lado, dado que la muestra estuvo constituida por estudiantes activos de
la Facultad de Medicina, vale la pena considerar que en aquellos asignados al grupo
intervencion se pudo presentar un efecto positivo del tratamiento dado su conocimiento

acerca del papel benéfico del consumo de frutas sobre la salud.

La variable circunferencia de la cintura en este estudio mostro ser significativamente mayor
en los hombres respecto de las mujeres, sin embargo, los valores promedio en ambos
casos se ubicaron dentro los parametros normales segun el punto de corte adoptado para
Colombia (108). ElI comportamiento indicado para esta variable fue consistente con el
reportado en investigaciones desarrolladas previamente en estudiantes que fueron
admitidos a las carreras de Medicina y Nutricion de la Universidad Nacional de Colombia
(162,163), asi como con lo sefialado en la ENSIN 2010 para el grupo de edad de 18 y 32
anos (108), lo cual sugiere una subordinacion de la circunferencia de la cintura a la variable

sexo en personas consideradas como saludables.

En esta investigacion el nivel sérico de colesterol HDL fue significativamente superior en
mujeres comparado con los hombres y en ambos casos los valores promedio estuvieron
dentro del punto de corte considerado como 6ptimo (= 40 mg/dL). Al respecto, el estudio
realizado por Galvis et al., en el cual se establecieron intervalos biolégicos de referencia
(IBR) para el perfil lipidico con base en pruebas realizadas en adultos sanos antioquefios,
senalé que para el colesterol HDL se presentaron diferencias estadisticamente

significativas entre hombres y mujeres, siendo el IBR para los primeros de 46,4 - 51,8



65 Frutas, inflamacion y expresion génica

mg/dL y para las segundas de 61,1 - 68,9 mg/dIL (164). Estos hallazgos también sugieren
un impacto del sexo sobre los niveles séricos de colesterol HDL, sin embargo, es conocido
que otros condicionantes tienen una importante influencia sobre este marcador del
metabolismo lipidico (165-167).

El Cq de los genes de estudio en la muestra calibradora, asi como el Cq de los genes de
referencia en las muestras bioldgicas de estudio, no mostraron cambios estadisticamente
significativos en ninguno de los casos, lo cual sugiere que la variacion intra e inter ensayo
fue relativamente constante entre las distintas pruebas, siendo este comportamiento el
esperado para estos factores normalizadores (159,168,169). De lo anterior, es importante
sefalar que el criterio de seleccion utilizado para la eleccién de los genes de referencia en
esta investigacién es considerado arbitrario, ya que las investigaciones al respecto indican
que se debe partir de un gran panel de potenciales genes de referencia, que deben ser
sometidos al ensayo de qPCR bajo todas las condiciones que un estudio particular
pretenda evaluar, con el fin de identificar aquellos genes que presentan el comportamiento
mas estable, lo cual se determina a través de alguna de las metodologias estadisticas

desarrolladas para tal fin (168-170).

Respecto de este ultimo aspecto, dado que la naturaleza del presente estudio fue
exploratoria y que el mismo buscaba en parte determinar la factibilidad para desarrollar
una investigacion de este tipo sobre una muestra representativa de individuos, no se
considero apropiado aplicar una metodologia de panel a este nivel debido al alto costo que
implica su ejecucién en términos de tiempo y recursos, ademas, porqué su empleo en
estudios de intervencion nutricional in vivo en humanos no es suficientemente claro,
particularmente con relacion al numero de individuos y/o muestras biolégicas requeridos
para su implementacion. No obstante, para los investigadores es recomendable la
implementacion de la metodologia de panel en el desarrollo de estudios futuros que
consideren las distintas variables nutricionales y genéticas en grandes muestras de

individuos.

En el apartado resultados se sefialé una inconsistencia para dos de los genes de interés
entre las muestras del pre-ensayo y las muestras bioldgicas de estudio, sin embargo, para
el caso del gen IL1R el comportamiento observado fue inesperado puesto que la prueba

in silico de los cebadores de este gen, la cual fue realizada en el programa Primer-Blast,
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no evidencié que estos pudiesen amplificar fragmentos inespecificos, por lo tanto, solo la
secuenciacién de los fragmentos obtenidos podria permitir dar una posible explicacion a
esta particularidad técnica y/o biolégica. Por otro lado, si bien el comportamiento del gen
TLR4 fue el esperado, segun el resultado de la electroforesis en gel de agarosa, se debe
tener presente que no fue posible discriminar el nivel de expresion de cada una de las
variantes de este gen, en cada una de las muestras de estudio, a partir de los datos del
ensayo de qPCR, por lo que no se podria descartar un posible efecto variante-dependiente

de los distintos tratamientos aplicados en esta investigacion.

Las diferencias identificadas para el gen NFkB de acuerdo al nivel de estrés reportado por
los sujetos de estudio fue un hallazgo interesante, lo cual parece estar en consonancia con
los resultados de algunas investigaciones que han evaluado el efecto del estrés psicosocial
en seres humanos. Al respecto, el estudio de Kuebler U et al (2015)., sefial6 un incremento
significativo en los niveles de mRNA de los genes IL-16, IL-6 e IkB, junto con un aumento
en la actividad de unidon de NFkB al DNA, en muestras de sangre periférica de los
individuos que fueron sometidos a una prueba de estrés aguda (171). De manera similar,
la investigacion de Mclnnis CM et al (2015)., indicd una elevacion en el nivel de expresién
de los genes IL6, IL16, NFkB e IkB en las muestras de sangre periférica de los sujetos de
estudio luego de aplicar una primera prueba de estrés agudo, sin embargo, los autores
refirieron una habituacion en la expresion de dichos genes luego de aplicar una segunda
prueba (172).

En un intento de identificacion de los posibles determinantes de la respuesta de NFkB al
estrés agudo, la investigacion de Wolf JM et al (2009)., reporté que la edad, el estado del
cortisol, el nivel de IL6 y la percepcidén de estrés agudo y crénico fueron factores
importantes dentro de la muestra de individuos evaluada (173). En cuanto a este ultimo
determinante, en el presente estudio no se hizo ningun tipo de discriminacion respecto de
la naturaleza aguda o cronica del nivel de estrés, por otro lado, tampoco fue posible
establecer la existencia de interacciones entre el consumo de frutas y el auto-reporte de
estrés sobre la expresiéon de NFkB ya que el tamafio de muestra fue muy reducido.
Tomando en conjunto lo indicado, es importante considerar la variable estrés en futuros
estudios e indagar si la misma puede condicionar el comportamiento de la expresion génica

ante estimulos nutricionales.
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En esta investigacion no se observo ningun tipo de correlacion entre las variables
antropométricas y la expresion de los genes de interés, sin embargo, este resultado debe
ser considerado con cautela ya que en este estudio los valores obtenidos para el IMC y la
circunferencia de la cintura se ubicaron dentro del rango de normal, lo cual también impidié
realizar un analisis discriminado de acuerdo con los puntos de corte establecidos para cada
una de dichas variables (108). Por lo tanto, es plausible que la expresion de estos genes
esté condicionada a estados indicativos de riesgo tales como el exceso de peso y la

obesidad abdominal para el IMC y la circunferencia de la cintura, respectivamente.

Respecto de esto ultimo, el estudio de Freedman et al (2010)., reporté que en muestras de
sangre periférica de 1857 adultos se identificaron asociaciones significativas entre la
expresion de algunos de los genes inflamatorios evaluados y el IMC, lo cual fue
particularmente evidente en las plaquetas comparado con las células mononucleares
(174). Por otro lado, la investigacion de Pivorarova et al (2016)., indicé que en muestras
de tejido adiposo subcutaneo de individuos saludables con exceso de peso, se observaron
correlaciones significativas del IMC y la circunferencia de la cintura con la expresién de
algunos de los genes de regulacion circadiana analizados (175). Por ultimo, el estudio de
Shea J et al (2009)., encontré que 385 genes fueron diferencialmente expresados entre las
muestras de tejido adiposo subcutaneo de individuos obesos comparado con el mismo tipo

de muestras en sujetos delgados (176).

El comportamiento de las tasas de expresién génica en la muestra basal, de acuerdo a los
terciles de la puntuacién (score) de consumo para el grupo de alimentos frutas enteras,
discrepd del resultado esperado y no fue concordante con el reportado en la investigacion
de Hermsdorff et al (2010)., donde los individuos ubicados en el tercil mas alto para la
ingesta de frutas y verduras mostraron valores estadisticamente mas bajos en la expresion
de los genes ICAM1, IL1R1, IL6, TNFa 'y NFkB1 (177). En cuanto al grupo de alimentos
lacteos y derivados, un estudio de intervencion desarrollado por Labonté ME et al (2014).,
no identificd ningun cambio en la expresion génica de IL18, IL1B, NFkB, PPARA, SREBF2,
TNF y TRAF3 al comparar la ingesta de una dieta /actea con una dieta control (178).
Respecto de los otros dos grupos de alimentos, se esperaba que la expresion génica fuese
mayor en el tercer tercil de ingesta, particularmente para los alimentos consumidos como
frituras, dado que estos ultimos han sido clasicamente vinculados a perfiles de salud

desfavorables.
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Adicional a lo descrito anteriormente, el estudio de Bouchard-Mercier A et al (2013).,
comparo el transcriptoma de individuos sanos segun la alta o baja puntuacion (score) para
los patrones alimentarios prudente y occidentalizado, observandose la expresion
diferencial de 2.083 transcritos en hombres y 1.136 en mujeres para el primer caso, y de
1.021 transcritos en hombres y 1.163 transcritos en mujeres para el segundo caso (179).
Por otro lado, la investigacion Pellatt AJ et al (2016)., contrastd el transcriptoma de
muestras normales de colon de pacientes con cancer de acuerdo a distintas agrupaciones
de la variable consumo, evidenciandose expresion diferencial de 65 genes entre las
categorias de alta o baja ingesta para las variables no relacionadas con el consumo de
carne roja (nonmeat) y de 64 genes para la variable vinculada al consumo de carne roja
(meat), destacandose en la primera una variacion en la expresion de 26 y 37 genes debido

a la ingesta de verduras y granos enteros, respectivamente (138).

Con base en lo referido en los dos parrafos previos, es importante mencionar que la
aproximacion planteada en esta investigacion fue realmente limitada ya que la evaluacién
de la expresion génica de acuerdo a los terciles de consumo de grupos de alimentos resulta
ser eminentemente descriptiva, esto debido a que dicho abordaje no toma en cuenta las
posibles interacciones entre los grupos de alimentos analizados ni permite estimar la
verdadera influencia de estos Ultimos de manera individual y/o conjunta, siendo estos
aspectos mucho mas informativos. No obstante, la aproximaciéon senalada se consideré
adecuada para este estudio teniendo en cuenta el reducido numero de individuos, la
ausencia de una evaluacion de la validez del instrumento de frecuencia de consumo

utilizado y la naturaleza exploratoria de la investigacion.

La ingesta de las frutas enteras suministradas durante el periodo de estudio de 15 dias
indujo incrementos significativos en los niveles séricos de glicemia, colesterol total y
colesterol HDL, los cuales se ubicaron dentro del rango normal. Con relacion a estos
resultados, el estudio de McEvoy CT et al (2015)., no encontré ningun tipo de diferencia
significativa al comparar los niveles séricos de lipidos de los individuos con riesgo
cardiovascular que consumieron cantidades distintas de frutas y verduras luego de un
periodo de 12 semanas (180). Por otro lado, la investigacion de Lamb M et al (2016).,
llevaba a cabo en pacientes diabéticos de reciente diagndstico, reporté que no se observo

ninguna asociacion entre el aumento del consumo de frutas y/o verduras y los factores de
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riesgo cardiovascular luego de 5 afios de seguimiento, con excepcion del colesterol HDL,

el cual mostré un incremento estimado en 0,04 mmol/L (181).

Complementario a lo anterior, el estudio desarrollado por Zasowska-Nowak A et al (2016).,
en el que se determind el efecto del consumo de 500 g/d de pulpa de fresas, por un periodo
de un 30 dias, como parte de la dieta habitual de un grupos de voluntarios sanos no
obesos, indicé que la intervencion no promovié cambios significativos en los niveles
sanguineos de colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL o triglicéridos, pero si indujo
una reduccion en la actividad de la enzima PON1 (182). Por otro lado, la investigacion de
Leelarungrayub J et al (2016)., sefal6é que la ingesta diaria de una bebida con 100 g de
carambolo (star fruit) durante 30 dias, estimulé un incremento significativo en los niveles
de colesterol HDL junto con una reduccion significativa en los niveles de colesterol LDL en
muestras de sangre de adultos mayores sanos (183). Considerando lo descrito en los
parrafos anteriores, es claro que la evidencia del impacto del consumo de frutas sobre el
comportamiento de las variables bioquimicas parece ser discrepante, por lo que es

necesario que se lleven a cabo estudios adicionales.

En cuanto a las correlaciones entre las variables bioquimicas y las tasas de expresion de
los genes de interés, se puede sugerir que los hallazgos identificados en las muestras
biolégicas de los sujetos del grupo control son indicativos de la posible influencia de algun
factor desconocido, por otro lado, con los resultados determinados en las muestras
biolégicas de los voluntarios del grupo intervencion es posible sefialar un efecto del
tratamiento sobre el comportamiento de las variables correlacionadas. Pese a lo anterior,
es importante sefalar que el andlisis de correlacion lineal no permite establecer una
relacion causal entre las variables evaluadas, la cual puede estar condicionada por factores
desconocidos, ni tampoco descartar la existencia de una relacién no lineal entre dichas
variables, por lo tanto, es necesario que se realicen estudios adicionales en los que se

consideren estos aspectos.

El ensayo realizado con el suministré de los tres tipos de desayuno fue planteado con el
propésito de explorar si el consumo agudo de alimentos podria generar un cambio
significativo en la expresion génica en un punto de tiempo definido y, de ser afirmativo lo
anterior, indagar si estos cambios eran diferenciales dada la distinta composicion de cada

uno de dichos desayunos. Estos aspectos fueron evaluados por otros estudios, tal como
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el publicado recientemente por Parvaresh Rizi E et al (2016)., el cual sefialé que la ingesta
de una bebida alta en carbohidratos indujo, en distintos puntos de tiempo, la expresion
diferencial de genes inflamatorios en muestras de sangre periférica de individuos insulino-
resistentes comparado con las muestras de sujetos insulino-sensibles, efecto que no fue

observado cuando las bebidas consumidas fueron altas en grasas o proteinas (184).

Por otro lado, la investigacion de Ghanim H et al (2016)., indicé que el consumo de una
comida alta en calorias y grasa promovié un aumento significativo en la expresion genes
inflamatorios en muestras de sangre periférica de voluntarios sanos, lo cual fue atenuado
cuando los voluntarios ingirieron la misma comida junto con una adicion de 30 g de fibra
insoluble (185). Por ultimo, el estudio de De Lorenzo A et al (2016)., evidencié que la
ingesta de los dos tipos de comidas evaluadas, mediterranea enriquecida con tocoferol u
occidentalizada alta en grasa, modificé significativamente la expresion de genes
relacionados con la inflamacion y el estrés oxidativo en muestras de sangre periférica de
individuos sanos, ademas, que el patrén de expresion observado para estas comidas fue

diferencial entre las mismas (186).

En caso de la presente investigacion, no se presenté ningun cambio estadisticamente
significativo en la expresion de los genes analizados luego del consumo de los desayunos
suministrados, sin embargo, es necesario que lleven a cabo estudios adicionales que
determinen el papel de la normalizacion de la dieta de los individuos participantes previo
al desarrollo de la prueba aguda, que estimen el efecto de desayunos con distintos aportes
caldricos y que evaluen el comportamiento de la expresion génica en diferentes puntos de
tiempo, ya que estos factores no fueron objeto de analisis en esta investigacion y, por lo

tanto, se desconoce si pudieron condicionar o no el resultado obtenido.

Contrario del resultado obtenido para el ensayo anteriormente descrito, la intervencién con
1400 g/d de frutas enteras tuvo un importante impacto sobre la expresion de los genes
IL6R y NFkB, los cuales exhibieron también una fuerte correlacion positiva que fue
constante en cada una de las muestras bioldgicas analizadas. Este hallazgo es muy
relevante dado que este es el primer estudio que revela el efecto, sobre potenciales
marcadores genéticos del proceso de inflamacion de origen metabdlico (meta-inflamacion),

de una intervencioén in vivo en humanos en la que se suministré una cantidad de frutas
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equivalente al numero de porciones sugeridas en la medida en salud publica relacionada

con la promocién del consumo de frutas y verduras (1,2,38).

Si bien no se cuenta con antecedente que sea similar al presente estudio, otras
investigaciones han adoptado una aproximacion basada en la medida en salud
mencionada. El estudio de Moller P et al (2003)., por ejemplo, reporté que la ingesta de
600 g/d de frutas y verduras, en un periodo de 21 dias, no indujo cambios en la expresién
de los genes de reparacion OGG1 y ERCC1, resultado que no fue distinto luego del
tratamiento placebo o del suplementado con vitaminas y/o minerales (187). Por su parte,
la investigacion de Almendingen A et al (2005)., senalé que el tratamiento con 2 0 5
porciones por dia de frutas y verduras no afecto la expresion del gen COX2 en muestras
de sangre periférica de estudiantes universitarios luego de 14 dias de intervencion (188).
Finalmente, el estudio de Pasman WJ et al (2013)., identific6 cambios en la expresion
génica en muestras de tejido adiposo de individuos delgados y obesos que consumieron
200 g/d de verduras por un periodo de 4 semanas, destacando un rol central del factor de

transcripcién nuclear NFkB (189).

En términos de las muestras bioldgicas evaluadas, los resultados permiten sugerir tres
aspectos principales. En primer lugar, que el comportamiento de la expresion de los genes
de interés en la muestra basal podria estar reflejando el impacto neto de los distintos
habitos de vida de cada uno de los sujetos participantes, ya que el efecto del tratamiento
fue particularmente marcado en aquellos con la expresion inicial mas alta. En segundo
lugar, que el impacto de la intervencion parecié ser de tipo acumulativo y no dosis
dependiente, ya que la prueba aguda no generé ningun cambio significativo en la expresion
de los genes de interés en la muestra Int_A. En tercer lugar, que la disminucion en las
tasas de expresién de los genes IL6R y NF«kB en la muestra Int_B podria estar dando
indicios de un potencial efecto anti-inflamatorio, ya que esta ultima es una de las

propiedades generalmente atribuida al consumo de frutas y verduras (9,190,191).

Los potenciales mecanismos que explican el efecto del tratamiento con frutas podrian ser
deducidos a partir del conocimiento los procesos moleculares en los que los genes
afectados estan involucrados. En el caso del gen IL6R, la actividad de la proteina
codificada por este gene se vincula con la funcion de la interleuquina 6 (IL6), la cual es una

proteina importante para diversos procesos, incluido el inmune e inflamatorio. IL6 ejerce
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sus efectos a través de su union a un complejo receptor conformado por las proteinas IL6R
y gp130, tras lo cual se desencadena una serie de cascadas de senalizacién intracelular
que promueven la transcripcion de genes de distinta naturaleza, incluso en tejidos no
sensible a IL6, esto ultimo explicado por la existencia de una versién soluble de la proteina

IL6R que participa en un proceso denominado frans-singnaling (192—194).

Por otro lado, en el caso del gen NFkB existe una evidencia robusta que sefiala que la
actividad de la proteina que es codificada por este gen, la cual algunos autores consideran
como un regulador maestro, requiere de la estimulacion previa de receptores de la
membrana celular tales como IL1R, TLR2, TLR4, TNFR, etc., por sus ligandos respectivos,
lo cual genera senales intracelulares que liberan a NFkB de su proteina inhibidora a nivel
citoplasmatico y favorece translocacion de esta proteina al nucleo celular, donde promueve
la transcripciéon de un numero importante de genes involucrados en un gran espectro de
funciones biolégicas que son muy relevantes para el funcionamiento del organismo
humano (195-198). Considerando los aspectos descritos, es posible que la reduccién
observada en la expresién de los genes IL6R y NF«kB haya derivado en una disminucion
de la disponibilidad de sus respectivas proteinas, limitando de esta manera la activacién

de sus blancos moleculares, particularmente aquellos con actividad pro-inflamatoria.

Finalmente, es importante tener presente que en esta investigacion se evalud la expresion
de un numero muy limitado de genes vinculados con el proceso de meta-inflamacion, por
lo que se desconoce si el tratamiento con frutas pudo tener un impacto sobre la expresion
de otros genes importantes para este mecanismo biolégico, asi como para la expresiéon de
genes potencialmente involucrados con otros procesos bioldgicos relacionados con la
prevencion y/o desarrollo de las enfermedades crénicas no transmisibles. Por otro lado, en
este estudio no se consideré explorar el comportamiento de las proteinas codificadas por
los genes seleccionados, lo cual deja abierta la cuestion acerca de la concordancia entre
los resultados de ambos niveles moleculares luego de aplicar una intervencion nutricional

con frutas.



7.Conclusiones y recomendaciones

7.1 Conclusiones

En esta investigacion se evidencié que, en las muestras bioldgicas pre-intervencién de los
sujetos de estudio, la expresion de los genes NFkB, IL6R y TLR2 fue diferencial respecto
de la frecuencia de consumo de los alimentos pertenecientes a los grupos de /acteos y/o0
derivados y frutas enteras, ademas, que la expresién del gen NFkB vario significativamente

de acuerdo al nivel de estrés auto-reportado por los voluntarios participantes en el estudio.

Por otro lado, en esta investigacién se demostrd, por primera vez, que la intervencion in
vivo en humanos con una cantidad de frutas enteras, equivalente a aquella sugerida por la
medida en salud publica vinculada con la promocién del consumo de frutas y verduras,
indujo una reduccién significativa en la expresion de los genes IL6R y NFKB en las
muestras bioldgicas del grupo de adultos jovenes evaluado luego de 15 dias de

tratamiento.

Finalmente, con la socializacién de los hallazgos de esta investigacion se espera promover
en el pais la investigacion en los distintos aspectos de la genémica nutricional por parte de
los diferentes profesionales relacionados con la salud, particularmente de los nutricionista-
dietistas, con el fin de que la valiosa informacion derivada de esta disciplina pueda ser
utilizada en un futuro para generar y/o reorientar las guias de manejo asistencial y las

medidas en salud publica.
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7.2 Recomendaciones

Con base en la experiencia obtenida durante el desarrollo de esta investigacion se sugiere

realizar estudios adicionales que consideren lo siguiente:

¢ Incrementar el tamafo de muestra de los sujetos de estudio, la cual cuente con una
proporcion por sexo de 1:1 e incluya individuos bajo condiciones de riesgo y/o
enfermedad.

e Evaluar el efecto cronico de la intervencion con frutas sobre el transcriptoma vy el
proteoma de muestras sangre periférica, asi como de muestras de otros tejidos
potencialmente disponibles tales como el adiposo y muscular.

o Realizar la prueba aguda empleando comidas de prueba (test meal) con distinto
aporte caldrico y tomando muestras bioldgicas en distintos puntos de tiempo dentro
de un periodo de analisis mas amplio.

e Plantear un disefio metodoldgico que permita caracterizar de manera precisa, antes
y después de la intervencion nutricional, la influencia de los patrones alimentarios
de los sujetos de estudio sobre la expresion génica.

e Establecer una estrategia metodologica que posibilite determinar si el efecto de la
intervencion nutricional es dosis-dependiente, acumulativo o de otro tipo.

e Analizar la contribucion e interacciones de variables del estilo de vida, del
medioambiente, del contexto psicosocial y fisiolégico de los individuos sobre el
comportamiento de la expresion génica.

e Explorar la utilidad de la informacién obtenida de los ensayos de expresion génica

con el fin de construir un panel de biomarcadores con potencial uso terapéutico.
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