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I. RESUMEN

Antecedentes: La capacidad que tienen componentes de la alimentacion de influenciar la
expresion de genes es un tema de actual investigacion, que se sustenta en la heterogeneidad
de los resultados obtenidos tanto en estudios poblacionales, como en estudios
experimentales. Las investigaciones circundantes al consumo de polifenoles no son la
excepcion. Queda claro sin embargo, que los grupos poblacionales que se distinguen por
tener un elevado consumo de alimentos ricos en polifenoles, presentan beneficios a la salud
en términos de menor incidencia de enfermedades cardiovasculares y probablemente
cancer. Los mecanismos moleculares que explican estos acontecimientos aun no estan
claramente definidos, lo que dificulta el entendimiento de su funcion en el organismo y el
alcance de sus beneficios. Se sugiere sin embargo, que es a través de modificar la expresion
de genes objetivo. El gen antioxidante SOD2, protege al organismo en contra de los efectos
dafiinos de ROS, generadas a partir de la respiracion oxidativa. El incremento en la
concentracion de ROS por niveles arriba de lo normal, coloca al individuo en un estado de
estrés oxidativo, que es un factor de riesgo para la aparicion y desarrollo de enfermedades
con alteraciones metabolicas. Objetivo: Evaluar el efecto del consumo de un concentrado
de cocoa en términos de modulacién de la expresion del gen mitocondrial SOD2 en CMSP.
Metodologia: Ensayo clinico cruzado, controlado, aleatorizado y cegado en 24 individuos
aparentemente sanos. La intervencion consiste en el consumo de un concentrado de cocoa
rico en polifenoles y un placebo. Cada individuo fue citado en dos ocasiones con una
semana de blanqueamiento entre citas. Resultados: El 50% de los voluntarios recibi6 los
tratamientos en secuencia Yellow-Orange y el 50% Orange-Yellow. La diferencia en la
expresion del gen SOD2 fue estadisticamente diferente entre tratamientos. Discusion:
Utilizando cocoa como vehiculo de administracion, los resultados sugieren que el consumo
agudo de flavanoles es capaz de modular la expresion de genes asociados a vias de control
antioxidante y defensa inmunoldgica como SOD2. Es necesario identificar si este cambio
en la expresion obedece a una respuesta temporal, y si la suplementacion crénica tendria un

efecto permanente, mediado probablemente, por modificaciones en el perfil de metilacion.
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II. MARCO TEORICO

El interés por comprender de qué manera el ambiente, la dieta y el estilo de vida afectan la
salud humana, ha aumentado en las ultimas décadas. Un considerable nimero de
componentes de la alimentacion se ha ligado a la prevencion o induccién de diferentes
enfermedades. Por ejemplo: el consumo excesivo de sal se ha asociado a hipertension,
eventos cardiovasculares, y cancer gastrico (Shaldon and Vienken, 2009); la ingestion de
vitamina E y selenio contribuyen a la prevencioén de cancer de prostata; y el consumo de
alimentos ricos en polifenoles, como la cocoa, disminuyen el riesgo de desarrollar

enfermedades cardiovasculares (Floriano-Sanchez E, 2010; Guarrera, 2007).

II.1 COCOA
Evidencia epidemiolégica

A pesar de que la mayor parte de los estudios sobre los polifenoles de la cocoa son ensayos
clinicos, existen estudios observacionales que dan soporte a la evidencia experimental. Los
Indigenas Kuna de las islas de San Blas de Panamad, por ejemplo, consumen un promedio
de tres tazas de bebida de cocoa al dia, logrando una ingestion de aproximadamente 1880
mg de polifenoles (Chevaux et al., 2001). Este grupo, tiene una de las menores prevalencias
de hipertension (2.2%), y mortalidad por enfermedad cardiovascular en el mundo (9.2 + 3.1
vs 83.4 £ 0.7 por cada 100,000 muertes ajustadas por edad) (Bayard, 2007). Ademas, sus
niveles de presion sanguinea no aumentan con la edad. Los Kuna también tienen mas bajas
tasas de diabetes mellitus, infarto al miocardio y cancer que el resto de los Panamefios. La
prevalencia de hipertension de los Kuna que migran a zonas urbanas es mas alta (10.7%),
alcanza hasta el 45% en personas mayores de 60 anos (Fig. 1) (Hollenberg et al., 1997). Se
ha propuesto, que el elevado consumo de cocoa puede ser parcialmente responsable de la
baja incidencia de enfermedad cardiovascular entre los indigenas que habitan en los

archipi¢lagos. Al comparar su ingestion con los residentes de la Ciudad de Panamad, se



encontrd que los primeros consumen dos veces mas fruta, cuatro veces mas pescado, y

hasta 10 veces mas cocoa (Hollenberg et al., 1997; McCullought et al, 2006).

Fig. 1: Presion sanguinea y prevalencia de hipertension entre Indigenas Kuna residentes de islas y

zonas urbanas.
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La primera cohorte concerniente a los beneficios del consumo de cocoa y salud
cardiovascular se publico en 2006 (n=470). Los datos se obtuvieron del Zutphen Elderly
Study. Se encontré una asociacidon inversa entre el consumo de cocoa y presion diastdlica
(p=0.03) y diastodlica (p=0.06). El consumo de cocoa se asocié con un menor mortalidad

cardiovascular por todas las causas (Buijsse et al., 2006).

En 2009, Janszky et al., siguieron pacientes hospitalizados de alto riesgo (con infarto al
miocardio) durante 8.6 afos. Identificaron que aquellos que comian al menos el doble de

chocolate por semana, tenian 66% menos probabilidad de sufrir muerte cardiaca,



comparados con aquellos que reportaron nunca consumir chocolate. Al ajustar los
resultados por variables demograficas y socioecondmicas, consumo de café e ingestion de
dulces, la asociacion entre consumo de chocolate y mortalidad cardiaca fue linealmente

inversa (p=0.01).

En 2010, se realizaron dos cohortes de 8 (n=19,357) y 9 afios (n=31,823) de seguimiento.
La primera demostré una reduccion del riesgo de infarto al miocardio e infarto fulminante
asociado al consumo de chocolate (Buijsse et al., 2010). La segunda encontré que las
mujeres que consumian de 1-3 raciones de chocolate al mes, o de 1-2 a la semana, tenian
menores tasas de hospitalizacion o muerte por falla cardiaca, comparadas con aquellas que

no consumian chocolate (RM, 0.74; 0.68, respectivamente) (Mostofsky et al., 2010).

Estudios observacionales similares, también han encontrado beneficios asociados al
consumo de chocolate o cocoa y la disminuciéon en el riesgo de padecer diabetes,
disminucién en los niveles de proteina C-reactiva, y mejor salud psicologica en poblacion
Japonesa (Oba et al., 2010), Italiana (di Giuseppe et al., 2008) y Finlandesa (Strandberg et

al., 2008), respectivamente.

Por tultimo, el andlisis transversal de 2,217 participantes del NHLBI Family Heart Study,
identificd una asociacion inversa entre el consumo de chocolate y la placa ateroesclerotica
calcificada en las arterias coronarias. Las personas que consumian chocolate dos o mas
veces por semana, tenian 32% menos prevalencia de placa ateroesclerotica calcificada, que
las personas que nunca consumian chocolate. La razén de momios disminuy6 conforme
aumento la frecuencia en el consumo de chocolate. El modelo estadistico fue ajustado por
edad, sexo, consumo de energia, relacion cintura-cadera, educacion, tabaquismo, consumo

de alcohol, colesterol total: HDL, consumo de dulces y diabetes (Djousse et al., 2011).



Como se puede observar, la mayor parte de la investigaciones sobre los beneficios de
chocolate y cocoa, se ha llevado a cabo en la ultima década. El enfoque principal ha sido el
consumo de cocoa y salud cardiovascular. Investigaciones mas recientes proveen datos de

posibles beneficios asociados al consumo de cocoa en otras patologias (Katz ef al., 2011).

Absorcion y metabolismo

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas relacionados generalmente con
la defensa en contra de radiacidon ultravioleta y agresion por patdgenos. Existen cuatro
subclases de polifenoles: acidos fendlicos, flavonoides, lignanos y estilbenos. Los dos
primeros son los de mayor frecuencia en la dieta (Manach et al., 2004). Los polifenoles de
la cocoa pertenecen a la subclase de los flavonoides y se llama flavanoles (flavan-3-ols).
Consisten en 2 anillos aromaticos (A y B), unidos por 3 4tomos de carbono formando un

heterociclo oxigenado (anillo C) (Manach et al., 2005).

Las fracciones monoméricas de los flavanoles son la catequina y epicatequina. Los
oligébmeros de los flavanoles estan formados por la union de dos o mas monoémeros y se
llaman prontocianidinas (Fig.2) (Steinberg et al., 2003; Bravo, 1998). Se ha estimado que la
ingestion diaria de catequinas y dimeros y trimeros de prontocianidinas oscila entre 18-50
mg/d, siendo las fuentes mas abundantes los derivados de cocoa, el t¢ verde, manzanas,

peras, uvas y vino tinto (Manach et al., 2005).

Fig.2: Estructura quimica de los flavanoles.
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Los productos de cocoa contribuyen con el 20% del total de catequinas y prontocianidinas
consumidas en poblacion holandesa (Arts et al., 2000). Mientras que en Espafia el
Departamento de Agricultura, Pesca y Alimentacion, estimo que los nifios y adolescentes
ingieren de entre 6-8 kg/nifio de polvo de cocoa al afio (Ministerio de Agricultura, 2002).
Es importante sefialar que los datos varian demograficamente, siendo extrapolables
unicamente a poblaciones que tienen una dieta similar a la de referencia. En México no se

encontraron datos al respecto.

La cocoa proviene del cacao (Theobroma cacao), que es un arbol originario de los bosques
de México y Centroamérica, actualmente se cultiva en todo el mundo, especialmente a las
regiones cercanas al ecuador de Asia y Africa (Steinberg et al., 2003). A partir de las
semillas del cacao trituradas, se obtienen productos de consumo popular como es la cocoa
en polvo y el chocolate. El primero estd hecho basicamente de solidos de cocoa, que es la
fraccion no grasa de las semillas del cacao, en donde se encuentran concentrados los
polifenoles. El segundo, es una mezcla de sélidos de cocoa y manteca de cocoa; mientras
mayor sea la proporcion de soélidos de cocoa, mas amargo y oscuro sera el chocolate, y

mayor serd su contenido en polifenoles (Coe SD, 1996; Dillinger et al., 2000).

La concentracion de polifenoles de la cocoa varia dependiendo de la variedad botanica, y
de su procesamiento industrial. Factores como el manejo post-cultivo, la fermentacion,
secado y tostado del grano, producen que la cantidad de polifenoles del cacao difiera
substancialmente de la cocoa en polvo o el chocolate. La fermentacion y secado del grano
resulta en una pérdida de polifenoles. Las altas temperaturas y el incremento en el tiempo
de tostado, también disminuyen su contenido. Ambas degradaciones estan asociadas a
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos de oxidacion que ocurren durante la

manufactura (Tomas-Barberan et al., 2007).



El contenido de equivalentes de epicatequina de la cocoa ha sido comparado con el de otros
alimentos. Lee ef al., encontraron que era 3.5, 12 y 16.6 veces mayor que el del té verde, el
té negro, y el vino tinto. La capacidad antioxidante de la cocoa también fue mayor 4.4, 2.5,
y 1.8 veces respectivamente. La cocoa por lo tanto, es el alimento que mayor concentracién
de polifenoles (peso seco) y actividad antioxidante tiene, 2 veces la del vino tinto, 2-3 veces

la del te verde, y 4-5 la del te negro (Tabla 1) (Lee et al., 2003).

Tabla 1. Contenido de Flavanoles y Capacidad
Antioxidante* de Alimentos y Bebidas

Flavanoles + ORA.C mmol
Procianidinas (mg) (Equivalentes
Trolox)

Sélidos de cocoa

Por 100 g 1400.0 40.0
Chocolate oscuro (Semidulce)

Por 100 g 140.0 13.1

Por 100 kcal 85 2.7
Chocolate con leche

Por 100 g 70.0 6.7

Por 100 kcal 14.0 1.3
Manzanas

Por 100 g 106 0.2

Por 100 kcal 130 0.3
Cockael de jugo de ardandano

Por 100 g 12.6 0.2

Por 100 kcal 20 0.4
Vino tinto

Por 100 g 22 0.7

Por 100 kcal 25 0.9
Infusidn de te negro

Por 2 bolsas/200 ml de agua” 40 1.6

Adaptada de Katz et al.

* Capacidad antioxidante se reporta como capacidad de absorcién de radicales oxigeno
(ORAC) y se expresa como mmol de equivalentes de Trolox. Los datos estan en relacion a
equivalentes de peso y kcal para facilitar la comparacion entre alimentos.

ALos datos de se te presentan en proporciones similares a lo normalmente consumido



No todos los productos derivados de la cocoa aportan la misma cantidad de polifenoles
(Tabla 2). El chocolate blanco y el chocolate con leche carecen de éstos y aportan
cantidades significativas de calorias e hidratos de carbono (HC). Por el contrario, el
chocolate oscuro o amargo, es una excelente fuente de polifenoles y su contenido en
azucares es considerablemente menor (Steinberg et al., 2003; Bravo, 1998). Los
endulzantes, especialmente azlicares (glucosa y sacarosa), son importantes como
constituyentes de las bebidas con base cocoa, esto se debe a que mejoran el sabor amargo
del producto y aumentan la solubilidad y dispersabilidad de la mezcla, ademas, son
relativamente baratos y disponibles para los consumidores (Lee et al., 2002). La adicion de
azucares no altera el contenido ni la absorcion de flavanoles, pero si contribuyen a la
ingestion de HC. Un consumo elevado de HC se asocia con el desarrollo de caries dental,
obesidad, y enfermedad metabolica asociada a obesidad. El uso de edulcorantes artificiales
es una alternativa viable para la preparacion de polvos de cocoa, ya que permite conservar
las propiedades fisicas y sensoriales, asi como potencializar los beneficios ya conocidos del

producto (Belscak-Cvitanovic et al., 2010).

Tabla 2. Contenido de polifenoles y capacidad antioxidante de productos de cocoa comercialmente disponibles

Tipo de n %SCNG % erasa ORAC Polifenoles  Epicatequina Catequina
producto > °8 (umol de ET)  totales* (mg/g) mg/g

Polvo de cocoa 3 81.6 (8.2) 15.0(5.8) 803.7(78.2) 52.4(7.5) 1.854(0.849) 0.578(0.285)

Chocolate para cocinar 4  47.5(2.2) 52.6(0.7) 456.8(50.7) 27.7(1.3) 1.142(0.103) 0.491(0.222)

Chocolate oscuro 3 23.4(5.3) 34.7(5.5) 198.0(47.0) 13.0(1.7) 0.336(0.031) 0.164 (0.064)

Chispas de chocolate semidulce 3 16.9(1.7) 28.9(1.0) 180.3 (8.5) 12.4(0.6) 0.483(0.085) 0.194(0.071)
3 6.2(1.2) 326(4.0) 62.0(17.6) 4.4(1.1) 0.099(0.067) 0.043(0.038)
3

6.2(1.3) 09(0.3)  63.4(49) 4.2(0.6) 0.074(0.046) 0.042(0.015)

Chocolate con leche
Suero de chocolate

Adaptado de Miller et al.

Los valores totales se presentan como media y desviacion estandar
* Polifenoles totales se expresa como equivalentes de acido galico
SCNG: Solidos de cocoa no grasos

Biodisponibilidad y absorcion

La evidencia sefiala que los mondmeros catequina y epicatequina son capaces de atravesar

la barrera gastrointestinal y llegar al torrente sanguineo. Los dimeros y trimeros también se



han detectado en plasma aunque en menor cantidad (van Amelsvoort et al., 2001; Meng et
al., 2001). El mecanismo de absorcion de estas estructuras no esta completamente descrito,
se ha sugerido que se absorben mediante difusion pasiva. Posterior a su absorcion, la (-)-
epicatequina sufre multiples transformaciones a metabolitos conjugados. Estos metabolitos
difirieren estructuralmente de la forma aglicon encontrada en los alimentos (Arts et al.,
2000; Manach et al., 2005). Se calcula que la proporcién de metabolitos conjugados de (-)-
epicatequina que llegan al torrente sanguineo, posterior al consumo de chocolate, son
epicatequin-sulfatos (33 + 4%), epicatequin-glucoronidos (28 + 5%) y epicatequin-O-metil
sulfatos (33 + 4%) (Actis-Goretta et al., 2012). La conjugacion de los flavanoles altera sus
propiedades fisico-quimicas y afecta la actividad biologica. Contrario a la creencia general,
la conjugacion no siempre tiene un efecto negativo, hay extremos estructurales que no se
afectan, y hay extremos cuya conjugacion aumenta o invierte la actividad al compararse
con la forma aglicon. Los efectos difiere dependiendo del tipo y posicion conjugada, la

concentracion de flavanoles, los extremos estudiados, etcétera (Bekmann., 2012).

Las prontocianidinas son polifenoles mas complejos y de mayor tamafo, no se absorben en
el intestino delgado, sino que viajan por el tracto intestinal y ejercen efecto antioxidante
sobre la microbiota del colon (Fogliano., 2011). Al respecto, Schuier et al., analizaron el
efecto de las prontocianidinas de la cocoa sobre la secrecion intestinal de cloro (Cl),
mediado por el regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR
por sus siglas en inglés), en lineas celulares de epitelio de colon humano T84. CFTR es una
proteina transmembranal relacionada con el transporte de iones Cl al lumen intestinal. El
bloqueo farmacologico de CFTR resulta en una inhibicion de la pérdida de agua y sal
durante la diarrea. Los resultados de los investigadores sugieren que las prontocianidinas
interaccionan con CFTR, inhibiendo medianamente la secreciéon de Cl . Al final del
estudio, los investigadores proponen intervenciones dietéticas a través del uso de alimentos
o bebidas ricas en flavanoles como coadyuvantes en el tratamiento de la diarrea (Schuier et
al., 2005). Tzounis et al., realizaron un ensayo cruzado controlado con 494 mg vs 23 mg de
flavanoles de cocoa al dia durante cuatro semanas. Posterior al periodo de blanqueamiento,

se cruzaron los tratamientos. El consumo de 494 mg de flavanoles aumento



significativamente la cantidad de bifidobacterias y lactobacillus intestinales. Estos efectos
fueron paralelos a la disminucion de clostridia en intestino, triglicéridos plasmaticos y
proteina C reactiva. Se propone que el consumo de flavanoles de cocoa ejerce efecto
prebidtico, que benefician el crecimiento flora microbiana especifica en humanos (Tzounis

etal., 2011).

Efecto del consumo de polifenoles de la cocoa

El contexto en el que los flavanoles de la cocoa han mostrado mayores beneficios, es en
relacion a su actividad antioxidante y salud cardiovascular (Joshipura., 2001). Su efecto
también se ha estudiado en metabolismo de HC, inflamacion, cancer, resistencia a la
insulina y actividad cognitiva (Maskarinec G 2009). Es importante sefalar que la
interpretacion de estudios in vitro debe tomarse con consideracion, por dos razones.
Primera, la mayor parte de estos estudios, estimulan lineas celulares con flavanoles en su
forma aglicon o, con extractos ricos en polifenoles. /n vivo, ni el plasma, ni los tejido se
exponen a estas formas. Como se menciond anteriormente, los flavanoles sufren
conjugaciones en la primer fase de su metabolismo. Son precisamente los metabolitos
conjugados los que llegan al torrente sanguineo y tejidos. Segundo, las concentraciones de
flavanoles estudiadas. Para una correcta interpretacion de resultados, las dosis deben ser
similares a las mdximas concentraciones encontradas en plasma después de consumir un
alimento rico en estos polifenoles (Kroon., 2004, Beekman., 2012). El cambio maximo en
las variables antes mencionadas, se ha observado con dosis de 500 mg/d de flavanoles

(Visioli., 2009; Shrime., 2011; Tokede, 2011).

El efecto antioxidante de los flavanoles esta determinado por su estructura triciclica. Los
anillos aromaticos neutraliza los radicales libres, metales quelantes (Fe2" y Cu’) que
aumentan la produccion de sustancias reactivas de oxigeno (ROS), inhiben enzimas, y
estimulan la respuesta antioxidante. Las enzimas inhibidas por los flavanoles de la cocoa

incluyen xantino-oxidasa, NADPH-oxidasa, tirosin-cinasa y protein-cinasa. El aumento en
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la capacidad antioxidante sérica producida por el consumo de cocoa, protege el endotelio de

estrés oxidativo y ROS endogenos (Katz ef al., 2011).

Independientemente del efecto antioxidante, los polifenoles también son capaces de
promover factores de vasodilatacion como el 6xido nitrico (NO por sus siglas en ingles),
prostaciclinas y factor hiperpolarizante derivado del endotelio, ademas de inhibir los
factores pro-angiogénicos endotelina-1 y factor de crecimiento endotelial vascular (Keen et
al., 2005; Nogueira., 2012). El NO derivado del endotelio, es critico para la funcién
vascular, ya que regula la vasodilatacion y las condiciones ambientales de la pared de los
vasos sanguineos (Fig.3). El1 NO del endotelio es producido por la 6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS por sus siglas en inglés). La disminucion en la biodisponibilidad de NO
derivado de la eNOS produce disfuncion endotelial, que se asocia a los principales factores
de riesgo para ateroesclerosis (Schewe., 2002; Heptinstall., 2006). Se cree que estimular la
via de eNOS, puede ser una estrategia efectiva en la prevencion y tratamiento de
ateroesclerosis (Flammer et al., 2007; Li and Forstermann., 2009). Ademas de producir
vasodilatacion, el NO previene la adhesion y migracion de leucocitos, la proliferacion

celular del musculo liso, y la agregacion y adhesion plaquetaria.

Fig.3: Diagrama del probable efecto de los polifenoles sobre el sistema vascular, con NO como via

principal.
Estrésoxidativo — s Superdxido
eNOS \\
Arginina > NO > Peroxinitrito
DlsfunC|on endotellal Oxidacién de Ilpoprotelnas Agregacion plaquetaria Inﬂamauon ]

\\A//

Riesgo cardiovascular

Adaptada de Cooper et al.
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Los factores derivados del endotelio, como el NO, son esenciales para el control vascular,
no solo en la circulacioén periférica, sino también cerebral. La deficiencia de NO se ha
asociado al aumento del riesgo cardiovascular en condiciones como diabetes tipo 2,
sindrome metabdlico, hipertension, y ateroesclerosis (Gewaltig and Kojda, 2002). Los
mecanismos especificos a través de los cuales los flavanoles de la cocoa mejoran la funcién
vascular son tema de actual investigacion, sin embargo, la evidencia que hay sobre el
metabolismo de NO parecen ser mas concreta que su efecto antioxidante; la enzima

NADPH-oxidasa parece ser el principal sitio de accion.

NAPDH-oxidasa esta involucrada en la disfuncién endotelial, sus isoformas generan O;”
que recluta NO. Los polifenoles de la cocoa podrian ayudar a mantener la actividad de
NADPH-oxidasa a niveles lo suficientemente bajos como para no afectar el endotelio
vascular. Se ha demostrado, que la epicatequina aumenta la biodisponibilidad de NO al
inhibir la NADPH-oxidasa. La exposicion a (-)-epicatequina aumenta los niveles celulares
de NO y GMPc y protege en contra del estrés oxidativo generado por la oxidacion de LDL.
Schewe et al., postularon que el efecto sobre la funcion endotelial puede ser resultado de

cambios en la expresion de genes y sintesis o degradacion de proteinas (Schewe et al.,

2008).

Otros beneficios asociados al consumo de cocoa estan relacionados con cambios en el perfil
del lipidos. Resultados de ensayos clinicos muestran una disminucion significativa del
colesterol LDL (p=0.038), y un aumento del colesterol HDL (p=0.037). La magnitud del
cambio en las variables antes mencionadas, esta influida por la edad de los participantes
(las personas > 50 afios no tuvieron el mismo efecto que los mas jovenes), la duracion de la
suplementacion (intervenciones por mas de 4 semanas modifican los niveles de HDL), y la
cantidad de grasa consumida en la dieta. No se han encontrado resultados contundentes en
cuanto a cambios en colesterol total (CT), triglicéridos (TG), indice de masa corporal

(IMC) y glucosa posterior a la suplementacion. La resistencia a la insulina (HOMA-IR)
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disminuye significativamente (p<0.001), mientras que la dilatacion vascular mediada por

flujo (FMD por sus siglas en inglés) aumenta (p<0.001).

La evidencia que hay con relacion a flavanoles y cancer es tema de actual controversia. El
cancer es resultado de un desequilibrio en la homeostasis del organismo. Etapas tumorales
tempranas, se caracterizan por un aumento en la proliferacion celular, que induce la
activacion y/o sobre-expresion de enzimas asociadas a la sintesis de nucleotidos y ADN.
Durante esta etapa, se produce una sobreproduccion de ROS, principalmente por la sobre-
expresion de enzimas pro-oxidantes. Esto conlleva a un estado de estrés oxidativo, dafio

celular y mutaciones de la cadena de ADN (D"Archivio et al., 2008).

Los polifenoles pueden afectar el proceso de carcinogénesis por diferentes mecanismos. En
especial, compensando la aparicion de estrés oxidativo, y asi, contribuyendo a prevenir la
aparicion y desarrollo del cancer. De acuerdo a estudios in vitro, los flavanoles son capaces
de a. Suprimir la expresion de enzimas pro-oxidantes implicadas en el desarrollo del
cancer; b. Inhibir la activacion de factores de transcripcion, regulando asi, genes objetivo
asociados a supervivencia celular y proliferacion; c. Inducir apoptosis; d. Inhibir
metaloproteinasas de matriz y factor de crecimiento endotelial vascular, alterando el
proceso de angiogénesis relacionado a metastasis (Noe et al., 2004; Lambert et al., 2005;

Guarrera et al., 2007; D" Archivio et al., 2008).

Estudios en lineas celulares de cancer, estimuladas con flavanoles, han logrado cambios
significativos en la expresion de genes asociados a vias de control antioxidante,
proliferacion celular y reparacion de ADN tejido-especifico (Noe et al., 2004; Mao et al.,
2000; Fang et al., 2007; Fang et al., 2003; Flammer et al., 2007). Uno de los mecanismos
epigenéticos a través del cual se puede modificar la expresion génica, es la metilacion del
ADN. Los polifenoles catequina (cocoa y té verde) (Johanning et al., 2002; van et al., 2003;
Lee et al., 2002), y la genisteina (soya) (Day et al., 2002), mostraron ser capaces de
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modificar la expresion por metilacion en células humanas de cancer de piel, pulmon,
esofago, colon, prostata y mama (Link et al., 2010; Yang et al., 2008; D"Archivio et al.,
2008).

Los polifenoles neutralizan el exceso en la produccion de ROS. Como consecuencia,
disminuyen la expresion de genes de respuesta a estrés oxidativo e inhiben la proliferacion
de células cancerosas (Mao., 2002; Mao., 2002; Cocchi., 2008). Se cree que los polifenoles
también pueden inducir la formaciéon de ROS para alcanzar niveles de estrés oxidativo
intolerables para la célula. Cuando las células cancerosas sobrepasan el umbral tolerable de
estrés oxidativo, componentes celulares especificos, como el ADN, son dafiados
irreparablemente. Se activan entonces los genes involucrados en la detencion del ciclo
celular y/o apoptosis. Por lo tanto, los polifenoles pueden neutralizar ROS constitutivos o,
paraddjicamente, generar cantidades adicionales de ROS para inhibir la proliferacion de
células cancerosas. Ambos mecanismos de accion parecen estar estrechamente asociados a
las concentraciones y condiciones experimentales de los polifenoles (Loo et al., 2003;
Martin., 2006). En lineas celulares de adenocarcinoma de colon, se encontr6 que el
estimulo con epicatequina de cocoa, modifica significativamente la expresion de mas de 40
genes asociados a vias de control antioxidante, reparacion de ADN y respuesta inmune. El

analisis de expresion se llevo a cabo utilizando tecnologia de microarreglos (No¢ et al.,
2004).

Evidencia de estudios en humanos han mostrado que la expresion de la enzima antioxidante
mitocondrial superdxido dismutasa (MnSOD) es modulada por la dieta. MnSOD es
codificada por el gen Super Oxido Dismutasa 2 (SOD2), este gen esta implicado en la
defensa mitocontrial contra ROS y respuesta inmune. Thaler et al., identificaron una mayor
expresié de SOD?2 en vegetarianos vs omnivoros. Los autores postulan que componentes de
la alimentacién como son los folatos y los polifenoles, modulan la expresion de SOD2 por
metilacion. Al respecto, los flavanoles han mostrado ser capaces de influenciar la

metilacion de ADN al alterar la estructura de las histonas y cromatina (Thaler R, 2010).
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La metilacion de ADN consiste en la transferencia de una molécula metil de la S-
adenosilmetionina (SAM) en la posicion 5° de las citosinas en ciertos dinucledtidos CpG
(citocina y guanina enlazados por fosfatos). Esta reaccion es catalizada por las ADN metil-
transferasas (DNMTs) (Fig.4). La metilacion del ADN es el mecanismo epigenético que
primero se identificd y por lo tanto, el mejor caracterizado. Investigaciones in vivo e in
vitro indican que en general, mientras exista mayor grado de metilacion en la region de
regulacién genética, mayor probabilidad de encontrar una actividad génica a la baja y
viceversa, aunque existen algunas notables excepciones a esta teoria (Pray L.A., 2008;

Tollefsbol T.O., 2011).

Fig.4: Conversion de citocia a 5-metilcitosina por la DNMT.

NH, SAM-CH; SAM NH,
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La DNMT cataliza la transferencia de un grupo metil (CH3) de la S-adenosilmetionina (SAM) al carbono de la posicion-5 de la citosina.

Los perfiles de expresion génica pueden permanecer estables durante varios ciclos
celulares, incluso pueden mantenerse a través de generaciones, para después ser
reprogramados en puntos precisos del desarrollo o en respuesta a factores ambientales
mediante mecanismos  epigenéticos. Las investigaciones muestran que los
micronutrimentos pueden interactuar con el genoma, modificar la expresion de genes y
alterar la composicion de proteinas y metabolitos dentro de la célula (Subbiah, 2008; Feil,
2006). La influencia que tiene la dieta sobre el genoma tiene un efecto gradual y ocurre a lo
largo de la vida. La expresion de genes es, sin embargo, un proceso complejo, especifico
por tejido y modulado por una amplia variedad de factores ambientales como la radiacion,

nutricion, actividad fisica y el tabaquismo.
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1.2  GEN SUPEROXIDO DISMUTASA 2 (SOD2)

Los organismos que evolucionaron para poder sobrevivir en un medio ambiente rico en
oxigeno, requieren un sistema de defensa que los proteja en contra de ROS, que son
producidas a partir de la reduccion de un electron de este elemento. Concentraciones
fisiologicas de ROS en organismos aerdbicos son benéficas ya que estan implicadas en vias
de sefializacién celular y sobrevida en contra de patdgenos invasores, sin embargo, la
pérdida del balance, con concentraciones elevadas de ROS predispone a un estado de estrés
oxidativo, que contribuye al desarrollo de varias enfermedades como cancer, hipertension,

diabetes, ateroesclerosis, inflamacion y envejecimiento prematuro (Zelko, 2002).

Las superoxido dismutasas (SODs) son la primera y mas importante linea de enzimas
antioxidantes que defienden al organismo en contra de las ROS, particularmente de los
radicales superoxido. A la fecha, se han identificado tres isoformas diferentes de SOD en
mamiferos, y su estructura gendémica, ADNc, y proteinas han sido previamente descritas.
Dos isoformas utilizan Cu y Zn en su centro catalitico y son localizadas en compartimientos
citoplasmicos (CuZn-SOD o SOD1) o en elementos extracelulares (EC-SID o SOD3). Una
tercera isoforma de SODs utiliza manganeso (Mn) como cofactor y ha sido localizada en la

mitocondria de células aerobicas (Mn-SOD o SOD?2) (Fig.5) (Weisiger, 1973).

Fig.5: Organizacion gendmica de los tres miembros conocidos de la familia de enzimas SOD.
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Se coloco a SOD3 en medio con la finalidad de sefalar areas homologas en la secuencia de aminoacidos entre SOD1 y
SOD3. SOD2 no tiene secuencias de aminoacidos homoélogas con SOD1 o SOD3. El tamaiio de cada exdn e intron, en
pares de bases, se muestra en asociacion con los datos del fragmento. Traducida de Miao, 2009).



Estructura genética

La estructura de SOD2 ha sido determinada para el humano (DiSilvestre, 1995), el ratén
(Jones, 1995), la rata (Ho, 1991) y el bovino (Meyrick, 1994). Todas estas especies
muestran marcadas estructuras y secuencias conservadas (Meyrick, 1994). Fisicamente el
gen SOD?2 esta conformado por 5 exones y 4 intrones, la region promotora no contiene caja
TATA o CAAT y tiene regiones ricas en GC en todas las especies, estas caracteristicas son
tipicas de genes “housekeeping” (Zelko, 2002). Tanto el humano como el raton contienen
el elemento de regulacion transcripcional NF-xB, asi como multiples copias de secuencias

Spl y AP2.

Localizacion cromosomal y funcion principal

El gen SOD2 estd localizado en cromosoma 6 region q25.3. Este gen codifica para la
enzima mitocondrial Superoxido Dismutasa dependiente de Manganeso (MnSOD), que
cataliza la dismutacion de aniones superoxido (O;’) a perdxido de hidrogeno (H,O,) y
oxigeno (0O,). La MnSOD trabaja en conjunto con otras enzimas antioxidantes para
proteger a la célula en contra del dafo asociado a la exposicion a sustancias reactivas de
oxigeno (ROS). Existen reportes en la literatura que indican que el mARN de MnSOD,
proteina y actividad estan disminuidas en muchos tipos de tumores primarios en humanos
(MacMillan-Crow, 2001). Se destaca la pérdida significante de la expresion de MnSOD en
células de céancer por los resultados de estudios que demuestran que una sobre-expresion de
MnSOD puede llegar a atenuar fenotipos malignos. En conjunto, estos hallazgos han
conducido a la hipdtesis de por sus funciones, SOD2 pueden actuar como gen de supresion

tumoral (Hitchler, 2006).

Regulacion de la transcripcion

El gen SOD?2 codifica para la enzima dependiente de manganeso MnSOD. A pesar de que
este gen se expresa en diferentes tipos de células y tejidos a niveles relativamente elevados,

su regulacion depende tanto de factores intracelulares como ambientales. Los resultados de
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analisis computacionales han revelado elementos de regulacion trascripcional cercanos a las
regiones promotoras del gen SOD2, que son sitios de unidon para factores de trascripcion
como el factor nuclear-KappaB (NF-xB), Apl, Ap2 y Spl, y tienen papel importante en la
regulacion de los niveles de expresion constitutivos o inductivos de las tres SODs (Miao,

2009).

Factor Nuclear-KappaB (NF-xB):

Este factor de trascripcion es sensible a estados de 6xido-reduccion (REDOX), actia como
regulador de genes al fungir como “respondedor inmediato” al estimulo de dafio celular.
Los elementos de respuesta a NF-kB han sido encontrados en regiones promotoras e
intrénicas de las tres SODs. La induccion de SOD2 en respuesta al estrés oxidativo ha sido
ampliamente documentada en organismos, tejidos y células creciendo bajo condiciones de
estrés. Los estimulos como radiacion ionizante, 12-O-tetradecanoiforbol (TPA), interferén
gamma (IFN-y), y citoquinas pro-inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral o (TNF
a), interlucina-1-beta (IL-1 ), interleucina-4 (IL-4) e interleucina-6 (IL-6), pueden
rapidamente modular la trascripcion del gen SOD2. Estudios realizados por Miao et al.,
muestran que los estimulos que elevan los niveles de mARN de MnSOD son regulados a
nivel trascripcional. En uno de sus estudios, se identificé al NF-kB como el factor de
trascripcion mas crucial en la regulacion de la induccion de MnSOD. De manera
interesante, estudios funcionales del mismo grupo de investigaciéon han demostrado que
mientras que el sitio de NF-kB localizado dentro del segundo intron de SOD2, es
necesario para la induccién de la expresion de MnSOD inducida por citoquinas, p50, un
miembro de la familia de NF-«kB, ejerce un efecto negativo en la expresion SOD2 (Miao,

2009; Zelko, 2002).

Proteina especifica 1 (Spl):

Spl es un factor de trascripcion que actiia uniéndose directamente al ADN y es esencial
para la expresion constitutiva e inducida de MnSOD. Se sabe que la region promotora del
gen SOD?2 es rica en motivos Spl, y mientras que hace algunos afos se pensaba que este
factor de trascripcion promovia de manera positiva la trascripcion de MnSOD (Zhu, 2001),

ahora se sabe que interactia con otros factores como NF-kB, para ejercer efecto tanto

18



positivo o negativo sobre la expresion de SOD2. Las complejas relaciones que hay entre
todos estos motivos pueden dar explicacion a las alteraciones que tiene este gen en su

expresion y en el desarrollo de enfermedades.
Proteina de activacion -1y -1 (Ap-1y Ap-2)

Ap-1 es una proteina homo- o hetero-dimérica, actua como un regulador trascripcional
que modula la transcripcion de procesos relacionados con la transformacion y proliferacion
celular. Ap2 es un factor de transcripcion que ejerce un efecto negativo sobre la baja
expresion de MnSOD al suprimir la trascripcion dependiente de Spl. Cuando el sitio de
unioén de Ap2 en el promotor se encuentra metilado, se disminuye su union al ADN y la
expresion de MnSOD se recobra de la represion transcripcional. Por lo tanto, la union de
Ap2 al promotor de SOD2 puede tener un efecto negativo sobre la expresion de MnSOD
(Huang, 1997). Consistente con esta posibilidad, la disminucion en la proporcion de Sp-
1/Ap2 tiene un efecto importante en la pérdida de regulacion de la actividad del promotor
de SOD2 (Miao, 2009). Consecuentemente, la pérdida de la actividad de Ap2 en varios
tipos de cancer en humanos puede dar explicacion a los elevados niveles de MnSOD

encontrados en estos canceres.

Proteinas de union a CCAAT (C/EBP):

Las proteinas de union C/EBP interactian con motivos presentes en las caja CCAAT en la
region promotora de multiples genes. Estas proteinas estan implicadas en la regulacion de

la expresion de MnSDO inducida por citoquinas.

Regulacion epigenética

Domann et al., demostraron mediante una serie de experimentos en células de cancer de
mama y otras cé€lulas transformadas, la influencia que tienen los mecanismos epigenéticos
como la metilacion de las citosinas y la de-acetilacion de histonas, en la condensacion de la
estructura de la cromatina asociada con el silenciamiento de la expresion de SOD2

(Hitchler, 2006; Hitchler, 2008). Estos hallazgos han sido confirmados en otras lineas
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celulares, por ejemplo, células de carcinoma pancreatico y células de mieloma multiple
humano KAS 6/1, en donde un inhibidor de la ADN metiltransferasa (DNMT) fue capaz de
revertir el estado metilado del promotor de SOD?2 en las islas CpG y restaurar los niveles de

MnSOD (Hurt, 2007; Hodge, 2005).

Implicaciones biomédicas

Un estado REDOX anormal se ha asociado a muchas enfermedades. De entre las tres
isoformas de SOD, MnSOD es la tnica que ha probado ser esencial para la sobrevida de
organismos aerobios. El efecto fisiologico de MnSOD como una enzima cito-protectiva,
esta ampliamente confirmado en ratones knockout para MnSOD, los cuales murieron al
poco tiempo de nacidos por enfermedad cardiaca y neurodegeneracion (Li, 1995; Lebovitz,

1996).

Mas alla de la sobrevivencia al medio ambiente aerobio, la importancia de MnSOD se ha
probado en otros contextos patoldgicos, por ejemplo, en el desarrollo de cancer, que se
relaciona con la activacion oncogenes o inactivacion de genes de supresion tumoral. En
etapas tempranas del cancer, se ha sefalado que tanto el estrés oxidativo como los niveles
relativamente bajos de enzimas antioxidantes, resultan en dafio al ADN y a las estructuras
celulares. Ya que MnSOD juega un papel critico en la defensa del organismo en contra del
dafio oxidativo y de apoptosis en el rapido crecimiento de células de cancer, es considerada

como proteina de supresion tumoral tnica (Kinnula, 2004).

El efecto de supresion tumoral de MnSOD se ha demostrado en numerosos tipos celulares
con fenotipos malignos via modulacion de los factores de trascripcion regulados por
estimulo REDOX. Sin embargo, una vez que el cancer ha progresado, la expresion de
MnSOD puede ser mayor en canceres agresivos comparado con su contraparte benigna.
Estos hallazgos han sido reportados en tejidos de cancer avanzado y muestras de leucemia

en sangre. Un nivel significativamente mayor de MnSOD en cancer de ovario maligno
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comparado con muestras de epitelio normal y lesiones benignas también ha sido
identificado utilizando andlisis con microarreglos de diferentes tejidos (Oberley, 2005;
Miao, 2009). Las ROS hacen que las células cancerosas sean parcialmente dependientes de
la funcién de superdxido dismutasa para protegerse del dafio causado por las elevadas
cantidades de radicales supeoxido. La necesidad de aliviar el estrés de ROS provee una
explicacion del porqué aumentan los niveles de MnSOD en algunos tipos de células con

cancer en estadios avanzados (Hu, 2005).

Dado el papel fundamental de la mitocondria y MnSOD en la regulacién de muerte celular
y el desarrollo del cancer, las alteraciones de la actividad y nivel de MnSOD podria ser un
objetivo para intervenciones terapéuticas. Se ha identificado la asociacion del polimorfismo
genético de SOD?2 con varias enfermedades incluyendo diabetes tipo II, asma, enfermedad
obstructiva cronica (EPOC) e hipertension (Mikhak, 2008; Janssen-Heininger, 2005;
Pietras, 2010).

En conclusion, los resultados de diversos estudios realizados in vitro y en humanos,
sugieren que componentes de la alimentacion tienen efecto en la modulacién de genes
previamente silenciados por metilacion, estos resultados son cada vez mas contundentes. El
impacto que tiene en el organismo el silenciamiento de genes involucrados en la reparacioén
del ADN, en la regulaciéon del ciclo celular, apoptosis, en las vias de sefializacion, entre
otros, es abundante y causa propuesta de la aparicion de multiples enfermedades. La causa
de la metilacion de estos genes, y la manera de revertir este mecanismo son temas actuales

de investigacion.

Definitivamente, un desafio para la proxima década sera la traduccion de los datos
nutrigendmicos a predicciones correctas sobre del efecto benéfico o adverso de los

componentes de la alimentacion. Los nutrimentos son sefiales alimentarias que son
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detectadas por sistemas de sensores celulares que influencian la expresion de genes y

proteinas, asi como los productos metabolicos subsecuentes (Simopoulos AP, 2004).

Dado los efectos previamente conocidos de la cocoa, y el abundante consumo de sus
derivados en México y el mundo, resulta importante conocer si este alimento es capaz de
modular la expresion de genes claves en el organismo, y que han sido previamente
silenciados por mecanismos epigenéticos como la metilacion, tal es el caso del gen SOD2.
Las consecuencias de este impacto deberan ser examinadas como una posible estrategia con
enfoque dietético para minimizar las consecuencias de la exposicion del organismo a los

efectos toxicos del ambiente, por ejemplo el hdbito tabaquico.
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El conocimiento actual establece que los genes contribuyen a la susceptibilidad a una
enfermedad o condicidn, y los factores ambientales como la dieta y el ejercicio, determinan
quién de entre los susceptibles la desarrollara. Las interacciones entre las experiencias
ambientales del individuo y su estructura genética, son factores que determina el patréon de
salud y enfermedad (Domain J.S., 2000; National Center for Biotechnology Information,

2011).

La regulacion de la expresion de genes es un proceso complicado, los perfiles de expresion
pueden permanecer estables durante varios ciclos celulares, incluso pueden mantenerse a
través de generaciones, para después ser reprogramados en puntos precisos del desarrollo
en respuesta a factores ambientales (Simopoulos A.P., 2004). El gen SOD2, pieza clave del
equilibrio REDOX del organismo, ha mostrado alteraciones en su perfil de en
enfermedades con altas tasas de morbi- mortalidad, que tienen como caracteristica, una
elevada produccion intrinseca de ROS, como el cancer. Aunque SOD2 se ha propuesto
como gen de supresion tumoral, su papel en el inicio y evolucidn de estas patologias es atn

elusivo (Miao, 2009).

Las vias propuestas, que podrian explicar la influencia de componentes del ambiente, sobre
la expresion de SOD2, son dos. La primera incluye todos aquellos elementos que estan
involucrados en las vias de regulacién anti-, pro-oxidante, y cuya funcion se ve afectada
por la concentracion de ROS (Hitchler, 2006; Miao, 2009). La segunda, es por efecto de
fitoquimicos como los flavanoles, que han demostrado ser capaces de modular la expresion
de genes por metilacion in vitro, probablemente mediante la regulacion de mecanismos
epigenéticos como la metilacion (Feig, 1994; Lee, 2002; Belinsky, 2006; Mao, 2000; Rein,
2000 77; Keen, 2005).

Aunque los resultados de estudios in vitro son clara evidencia del impacto que tienen los
flavanles sobre la expresion de genes, los resultados no son totalmente comparables con el

efecto fisidlogico de los flavanoles in vivo. Esto se debe a la conjugacion de los flavanoles
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en el tracto gastrointestinal, proceso que modifica la actividad bioldgica de los

fitoquimicos.

Los beneficios que ofrece al organismo el consumo de flavanoles estd documentado en
estudios epidemioldgicos y experimentales, sin embargo, los procesos moleculares que
explican este fenomeno son desconocidos. Es por lo tanto necesario, identificar si el
consumo de agudo de flavanoles es capaz de modificar la expresion de genes in vivo. Las
consecuencias de este impacto deberan ser examinadas como una posible estrategia con
enfoque dietético para minimizar las consecuencias de la exposicion del organismo a los

efectos toxicos del ambiente, por ejemplo el hdbito tabaquico.
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IV. HIPOTESIS GENERAL

El consumo de suplemento de cocoa aumenta la expresion del gen SOD2 en CMSP.

Hipotesis Especificas

* El consumo de polifenoles contenidos en un concentrado de cocoa aumenta la
actividad antioxidante en plasma.
* Las personas con mayor actividad antioxidante en plasma tienen una mayor

expresion de SOD2 en CMSP.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto que tiene el consumo de un suplemento de cocoa sobre el cambio en la

expresion del gen mitocondrial SOD2 de CMSP.

Objetivos especificos

* Evaluar el porcentaje de cambio en la capacidad antioxidante del plasma posterior al
consumo de un concentrado de cocoa.
* Identificar las fuentes de consumo mas frecuentes de polifenoles, catequinas y

vitaminas antioxidantes en la muestra estudiada.
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VI. METODOLOGIA

IV.1 Estrategia General

Se llevara a cabo un ensayo clinico experimental cruzado, en 24 voluntarios aparentemente
sanos. Cada voluntario debera asistir a dos citas. En la primera consumira un concentrado
de cocoa y en la segunda un placebo, o viceversa. Todos los voluntarios, sin excepcion,
deberdn consumir ambos tratamientos. La asignacion del primer tratamiento se hara
mediante aleatorizacion sistematica. Se tomaran cuatro muestras de sangre: dos en estado
de ayuno y dos posteriores al consumo del tratamiento. Durante la primera visita, se
aplicaran cuestionarios de consumo de alimentos, actividad fisica e historia clinica; se
tomaran medidas antropométricas y se realizard un andlisis de composicidon corporal. La
recoleccion de las muestras se llevard a cabo tanto en la Clinica de Nutricion de la
Universidad Iberoamericana (UIA), como en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica

(INMEGEN).

V1.2 Diseiio del estudio
El presente estudio tiene un disefio de ensayo clinico, controlado, aleatorizado, cegado. Fig. 6.
Fig. 6: Esquema del disefio de estudio.

T1 T2

Cocoa® Cocoa®

n=10 o ~— 7 +/- 3 dias _—®
Aleatorizacion
N —— n \

n=10

1 ]

Placebo* Placebo*

26



Un ensayo clinico, es un experimento controlado, en donde se administra un nuevo
tratamiento, y se compara con otro denominado control. En este caso, el control fue un
placebo, que es un producto inocuo, cuya preparacion es similar en presentacion, tamafio,
color, textura y sabor, al tratamiento activo. La asignacién de la maniobra de intervencioén
se establecera mediante aleatorizacion sistemdtica, en sujetos con caracteristicas
homogéneas que permite garantizar la comparabilidad entre los grupos. Por ser un disefio
cruzado, el periodo en el que los voluntarios consuman el placebo, fungira como control del
periodo en donde consuman el activo. De esta forma, variables de confusion como es el
fondo genético individual, queda controlado. Por ultimo, el estudio cumple con el criterio
de triple ciego, dado que ni los voluntarios ni el investigador, ni el analista estd consiente
de cual de los tratamientos es el placebo y cual es el activo. Los productos fueron cegados e
identificados como tratamiento Yellow y tratamiento Orange. Las caracteristicas antes
mencionadas permiten disminuir los posibles sesgos asociados al estudio y posibilita la

comparabilidad de la informacion.

VI.3 Seleccion de la poblacion

El proceso a través a través del cual se selecciono a la poblacion de estudio se esquematiza
en la Fig. 7. Los criterios se establecieron considerando caracteristicas relevantes

previamente reportadas en la literatura.

Fig. 7: Proceso de difusion y seleccion de la muestra de estudio.
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Criterios de seleccion:

- Hombres y mujeres sanos de entre 18-40 afios de edad.
- Que acepten participar en el estudio voluntariamente.
- IMC menor que 30 y mayor a 18.5 kg/m”.

- Actividad fisica de sedentaria a moderada. .

- No fumadores.

Criterios de exclusion:

- Consumo de farmacos en las ultimas 2 semanas
- Consumo de multivitaminicos

- Personas con enfermedad cronica

- Historia de abuso de drogas o alcohol

- Deportistas de alto rendimiento

Criterios de eliminacion:

- Personas que consuman alimentos entre las dos muestras

- Personas con cuestionarios incompletos

- Personas que no asistan a todas las evaluaciones

- Personas que sean detectadas como enfermas en el momento del estudio

- Personas que cambien su hébito tabaquico

28



V1.4 Calculo de muestra

El calculo de la muestra se hizo utilizando la formula de Hulley S.B. (Hulley S.B, 2001)

como se muestra a continuacion:

(Za+ Z5)* p (1-p)(r+1)
ns=

(d)?r

En donde:

n= Tamafio de la muestra

Z.= Valor z correspondiente al error alfa (p 0.05 = 1.96)

Z,= Valor z correspondiente al error beta (20% = 1.036)

52 Promedio ponderado de Py y Po:[(P, +1 Pyy/ (1 +71)]

p1 = Valor de la proporcion esperada en el grupo de referencia “control” (0.15)
p2 = Valor de la proporcion esperada en el grupo de estudio “experimental” (0.80)
r =razén de sujetos por grupo (1)

d = Valor (no nulo) de las diferencias de porcentaje, o magnitud de las diferencias
que se pretende probar (P, —P))

Sustitucién:

(1.96 + 1.036)2 * 0.475 * 0525 * 2
(0.65)2 1

l

i = 10 personas por grupo

Se consideraran para el estudio un total de 24 personas (10 en cada grupo mas un

20% por posibles pérdidas)
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VIL.5 Definicion de la intervencion

El estudio pretende comparar el efecto que tienen dos tratamientos en términos de cambio
en la expresion del gen antioxidante SODZ2. Se determinara por lo tanto, la expresion basal

del voluntario y se contrastara con la expresion posterior al consumo del tratamiento.

Cada intervencion tendrd una duracion de aproximadamente 3 horas. La primera consiste
en 6 procedimientos: (1). Extraccion de = 20 ml de sangre de la vena del brazo en
condiciones de ayuno que servira para analisis de ARN, ADN, parametros bioquimicos y
capacidad antioxidante en plasma (CAP); (2). Consumo de cuatro capsulas
correspondientes al tratamiento asignado; (3). Aplicacion de los siguientes cuestionarios:
a) Historia clinica (4nexo B), b) Recordatorio de 24 horas (4nexo C), c¢) Actividad fisica
(IPAQ, 4nexo D), d) Frecuencia de consumo de alimentos (SNUT, Anexo E); (4). Anélisis
de composicion corporal (InBody); (5). Toma de medidas antropométricas (peso, talla,
circunferencia de cintura); (6). Extraccion de = 20 ml de sangre dos horas posteriores al
consumo del suplemento que serviran para andlisis de ARN, ADN vy capacidad
antioxidante en plasma. Al término del procedimiento, se le ofrecera al voluntario el

desayuno.

La segunda visita se programa 7 (+/- 2) dias después y consiste en unicamente en 3
procedimientos: (1). Extraccion de = 20 ml de sangre de la vena del brazo en condiciones
de ayuno, (2). Consumo de cuatro capsulas correspondientes al tratamiento contrario al
asignado la primera vez, (3). Extraccion de = 20 ml de sangre dos horas posteriores al
consumo del suplemento. Al término de la segunda visita se le ofrecera el desayuno al

voluntario.

Durante la intervencion el Gnico alimento que el voluntario podra consumir es agua. Cada
capsula contiene =~ 0.33 g de producto, por lo que el voluntario consume ~ 1.32 g de

producto por visita.
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V1.6 Desarrollo de materiales para la intervencion

El concentrado de cocoa fue proporcionado por la compaiiia Naturex (CocoaPure™ 45%);
se extrae del arbol Theobroma cacao. De manera general, el producto contiene > 45-50%
de polifenoles, de los cuales: > 20% esta presente en forma de catequina y > 10% se
encuentran como catequina, epicatequina, B1 y B2 (las especificaciones del producto se

podran encontrar en el Anexo F).

El placebo también fue proporcionado Naturex y consiste badsicamente en maltodextrinas.
Ni el concentrado de cocoa, ni el placebo, tienen sabor o aroma fuerte debido a que la

materia prima no ha sido fermentada ni tostada (Tomas-Barberan, 2007).

El encapsulado y aleatorizacién de los tratamientos lo realizd un laboratorio externo al
INMEGEN. Las capsulas contienen =0.33 g de producto cada una (concentrado de cocoa o
placebo). La dosis administrada a los participantes sera 4 capsulas y el equivalente de
polifenoles por dosis es de 611 mg/g de suplemento de cocoa (7Tabla I). La dosis fue

establecida con base en la literatura, es considerada como segura para consumo humano.

(Manach, 2005; Rein, 2000; Schramm, 2001; Williams, 2009)

Tabla 3. Contenido de polifenoles y purinas (mg/g) de CocoaPure"" 45%

Componente No. CocoaPure 45%

Teobromina 1 66,64

BI (dimero) 2 13,80
Trimero 3 8,74
Tetramero 5 548
Tetramero 6 5,25
Catequina 7 2423
Cafeina 8 16,46
Trimero 9 16,35

B2 (dimero) 10 91,28
Tetramero 11 21,26
Epicatequina 12 96,19
Trimero 13 47,66
Tetramero 14 40,69
Pentamero 15 18,08
Dimero 16 26,96
Oligomeros + polimeros 17 33,60
Procianidinas totales 449,18 > 449.18*1.36= 610.88 mg/g
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V1.7 Estrategia de accion

El proyecto se promocionara a través de mails, tripticos y posters (4nexo I) que
contienen informacidon general; objetivo, criterios de inclusion, beneficios obtenidos,

procedimientos a realizar y datos de contacto (teléfono y correo electrénico).

El primer contacto con el voluntario surge cuando se comunica con nosotros via
teléfono o correo electronico. Posteriormente se verifica que cumplan con los criterios
protocolarios pre-establecidos. Se entrega la hoja de consentimiento informado (4Anexo
A),y se explica detalladamente los procedimientos que se realizaran; la manipulacion,
uso y almacenamiento de las muestras; el volumen de sangre que se extraerd; asi como
los posibles riesgos y beneficios asociados. La participacion en el proyecto es
voluntaria y de asi quererlo, el participante podra desertar en el momento que lo desee.
Los datos personales y muestras recolectadas se manejaran con estricta
confidencialidad, se identificaran con un cddigo individual, y se almacenaran en un
bio-banco de ADN ubicado en el INMEGEN. Solo los investigadores principales

tendran acceso a los datos de identificacion personal.

Las mediciones antropometricas se realizaran por personal estandarizado con un
coeficiente de variacion menor al 5%. Se llevaran a cabo los procedimientos de control
de calidad recomendados para cada método. Durante el tiempo de espera, los
participantes podrdn consumir uUnicamente agua. Al término del estudio, se les
proporcionara a los participantes asesoria en materia de Nutricion, estudios de glucosa

en ayuno, perfil de lipidos, antropometria y el desayuno.

- Recoleccion y manejo de muestras biologicas
La recoleccion de las muestras se llevara a cabo en dos sedes; la Clinica de Nutricion

de la Universidad Iberoamericana ubicada en Prolongacion Paseo de la Reforma 880,
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Col Lomas de Santa Fe, y el laboratorio de Nutrigenémica y Nutrigenética del

INMEGEN, localizado en Periferico sur 4124, Col. Ex Rancho Anzalde.

Los sustratos colectados seran empleados de la siguiente forma:

Células de sangre periférica:

Tubo EDTA: Se extraera un tubo de 6 mL con EDTA, mismo que se utilizard para
determinacion de glucosa en ayuno, perfil de lipidos, hemoglobina glucosilada e
insulina. El buffy coat de este tubo se utilizard para extraccion de ADN (QIAamp

Blood Mini Kit Qiagen).

Tubo CPT: Se extraeran 8 mL de sangre que serviran para extraer ARN a partir de
CMSP mediante el método de Trizol (Invitrogen). Se formara ADN
complementario (ADNc por sus siglas en inglés) a partir de la cadena de ARN
mediante transcripcion reversa (RT por sus siglas en inglés) (First Strand Synthesis
Kit, Fermentas). La expresion genética sera cuantificada utilizando la técnica
TagMan para RT-PCR de tiempo real. El ADNc sera normalizado utilizando como
controles internos la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (SODZ2), la fraccion
ribosomal 18S y actina, empleando el ciclo estandar en el bioanalizador VIIA 7
(Applied Biosystem). Las condiciones del termociclador seran la misma para todos
los genes: 95°C por 3 minutos, seguida por cuarenta y cinco ciclos a 95° por 30
segundos y 67°C por 45 segundos. Todos los kits seran usados de acuerdo a las

instrucciones del proveedor.

Tubo Heparina de Litio: Se extraeran 6 ml de sangre en un tubo con heparina de
litio. Se separaran 200 ul de plasma para analisis de capacidad antioxidante por el
método de Trolox (Sigma Aldrich). El resto del plasma se congelara a -80° C con

acido ascorbico para determinacion de epicatequina en en plasma.
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Las técnicas de laboratorio utilizadas en la extraccion y manejo de las muestras de

laboratorio se describen en el Anexo G.

V1.8 Variables de estudio

Las variables incluidas en el estudio estan clasificadas de acuerdo a temporalidad y la
relacion entre ellas. Para ver la definicidon conceptual y operacional detallada ver el Anexo

H.

- Variables descriptivas: Dieta, edad, IMC, porcentaje de masa grasa, porcentaje de
masa corporal, pardmetros bioquimicos (glucosa, colesterol, triglicéridos)

- Variables independientes: Consumo del concentrado de cocoa alto en polifenoles.

- Variables intermedias: Cambio en la actividad antioxidante en plasma.

- Variable dependiente: Cambio en la expresion del gen SOD2.
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VIL ANALISIS ESTADISTICO

Este estudio sigue un disefio de dos-tratamientos, dos-periodos o 2 x 2. En ¢l, cada
sujeto recibe dos tratamientos (uno de los cuales es placebo), en periodos diferentes. La
principal ventaja del disefio cruzado es que la comparacion de los tratamientos se hace
intra-sujeto. Es decir, cada sujeto provee una comparacion directa de los tratamientos
que recibid, logrando eliminar o remover variables confusoras como el fondo genético
entre los contrastes realizados. Para llevar a cabo adecuadamente un estudio cruzado,
es necesario tener claro el fendomeno biologico que se pretende estudiar; la
aleatorizacion y el cegamiento son medidas que permiten controlar potenciales sesgos

confusores.

El objetivo principal del estudio, es el evaluar el efecto agudo que tiene un concentrado
de cocoa con alto contenido en polifenoles sobre la salud, en términos de cambios en la
expresion del gen mitocondrial SOD2 en CMSP. La terminologia empleada en el

analisis y descripcion de resultados sera la siguiente:

* Tratamientos, con niveles “Yellow” y “Orange”,
* Periodos, con niveles “1”y “27,

* Secuencia, con niveles “Yellow-Orange” y “Orange-Yellow”.

De tal manera que:

Grupo 1 Yellow en periodo 1 Orange en periodo 2

Grupo 2 Orange en periodo 1 Yellow en periodo 2

Se aplicara estadistica descriptiva que permita explorar el la distribucion de las

principales variables de estudio. Las variables con distribuciéon normal se analizaran
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mediante una prueba t-Student para muestras relacionadas y se comparan los efectos de
los tratamientos. Se explorard la presencia de un “efecto de acarreo” al evaluar las
diferencias entre voluntarios que consumieron el tratamiento en secuencia Yellow-
Orange y los que lo consumieron Orange-Yellow. Por ultimo, se analizara si hay un
efecto sexo-dependiente y la probable presencia de interacciones entre variables

asociadas al cambio en la expresion de SOD2.

La confiabilidad de la metodologia antes propuesta sera verificada durante la revision
de datos cegados. Si los resultados de los datos no estan normalmente distribuidos, se
puede llevar a cabo una transformacidén o un abordaje no paramétrico en el plan de

analisis.

Hipotesis a probar:
* El efecto de acarreo entre periodos. Ho: A;=2,=0
* Efecto del periodo: = Ho: m; =m=0

e El efecto directo del tratamiento. Ho: T =T,=10
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VIII. RESULTADOS

El reclutamiento de voluntarios inicio en Abril del 2012 y terminé en Junio del mismo
ano. La toma de muestras y la aplicacion de los cuestionarios se llevo a cabo tanto en la
Clinica de Nutricion de la UIA como en el Laboratorio de Nutrigenomica y
Nutrigenética del INMEGEN. El analisis de composicion corporal se realizd
unicamente en la primera sede, dado que solo ahi se contaba con el equipo adecuado
para efectuar las mediciones. Durante este periodo se reclutaron un total de veinticinco
voluntarios de los cuales se excluyeron nueve por incumplimiento con los
procedimientos del estudio o procesamiento las muestras en laboratorio. Los resultados
se presentar para una muestra de 16 voluntarios. El 50% recibi6 el tratamiento en
secuencia Orange-Yellow y el otro 50% en secuencia Yellow — Orange. Como se puede
observar en la tabla 4, hubo una mayor participacion del sexo femenino que del sexo

masculino.

Tabla 4. Distribucion por sexo de los participantes

Sexo
Porcentaje
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido acumulado
Validos F 9 56,3 56,3 56,3
M 7 43,8 438 100,0
Total 16 1000 100,0

En la tabla 5 se presentan los estadisticos descriptivos de las variables de estudio
estratificadas por sexo. De manera general, todos los sujetos cumplieron con los
criterios de edad e IMC. Las diferencias en las variables de composicion corporal (IMC,
% masa grasa, kg de masa muscular y circunferencia de cintura) son atribuibles a las
diferencias fisiologicas entre hombres y mujeres. La distribucion del consumo de
macronutrimentos fue similar para ambos sexos, las mujeres consumen un mayor
porcentaje de calorias provenientes de HC, mientras que los hombres consumen un
mayor porcentaje de calorias provenientes de proteinas (Prot) y lipidos (Lip). En el

Graf. 1 se observa que el consumo de macronutrimentos es mas heterogeneo en
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hombres que en mujeres, es decir, existe una mayor dispersion de datos en el sexo
masculino. Por ultimo, ninguno de los 16 sujetos incluidos en el estudio obtuvo valores
bioquimicos (glucosa, colesterol y triglicéridos) fuera del rango de normalidad, aunque,
en concordancia con otros estudios, las mujeres tuvieron cifras mas cercanas al valor

optimo.

Tabla 5. Estadisticos descriptivos estratificados por sexo

Estadisticos descriptivos

Sexo N Minimo Maximo Media Desv. tip.

F Edad_1 9 19 39 26,44 5457
Peso (kg) 9 48,1 70,8 59,656 84219
Talla {cm) 9 1510 1730 163322 8,5462
IMC_1 9 18,9 276 22444 28178
Crasa Corporal (%) 9 9.1 371 26,022 8,4972
Masa muscular (kg) 9 19,00 3760 256111 6,59914
Crasa Visceral {cm2) 9 294 831 60,200 17,6238
Circunterencia de 9 62,9 84,0 70,900 7,1086
cintura {cm}
Cal_Basal 9 1120 1414 127322 111,126
Cal_Cons 9 1341 3233 193944 701,400
CHO (%) 9 435 701 58,977 8,1807
Prot (%) 9 9.6 19,0 13619 28180
Lip (%) 9 16,0 414 27404 7,5135
Glu mg/dL 9 81,0 92,0 85611 3,9826
CT mg/dL 9 1135 2340 161,500 34,0165
HDL mg/dL 9 41,0 68,5 55,444 8,8298
TC mg/dL 9 515 1315 91,056 256204
N valido {segun 9
lista)

M Edad_1 7 21 38 27,57 5,442

Peso (kg) 7 60,9 88,6 76,571 9,7221
Talla {cm) 7 1664 186,0 173,443 6,2487
IMC_1 7 22,0 30,0 24986 26947
Crasa Corporal (%) 7 154 304 22,586 6,7620
Masa muscular (kg) 7 2460 36,30 31,8000 464399
Crasa Visceral {cm2) 7 784 128,0 98,529 18,5584
Circunterencia de 7 80,2 1043 88,543 9,1531
cintura {cm}
Cal_Basal 7 1375 1791 164729 135,248
Cal_Cons 7 1637 3233 213071 561,449
CHO (%) 7 35,7 67,5 54,829 11,1737
Prot (%) 7 9.6 21,0 15,426 44677
Lip (%) 7 16,6 440 29,746 9,5609
Glu mg/dL 7 81,0 104,5 91,357 8,4297
CT mg/dL 7 1625 228,5 182214 21,8648
HDL mg/dL 7 43,0 66,0 50,857 77337
TC mg/dL 7 425 3135 149357 1056451
N valido {segun 7

lista)




Graf. 1: Consumo de macronutrimentos (%) estratificado por sexo.
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El nivel de actividad fisica (AF) se cuantifico mediante el cuestionario IPAQ. Se utilizaron
equivalentes metabolicos (METSs) para categorizar la variable de acuerdo a lo recomendado
por el propio cuestionario. Los puntos de corte utilizados para la categorizacion fueron los
siguientes: AF alta (> 3000 MET/minuto/semana), AF moderada ( > 600 y < 2999
MET/min/sem), AF baja (cualquier AF reportada que no pertenezca a ninguna de las
categorias anteriores). Los resultados esquematizados en el Graf. 2, muestran que los

hombres realizan AF de mayor intensidad y/o durante mas tiempo que las mujeres.

Graf. 2: AF baja, moderada y alta estratificada por sexo.
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Para determinar el cambio en la concentracion de mARN del gen SOD?2 y asegurar la

calidad del ARN, se realizaron diversos procedimientos descritos a continuacion:

- Cuantificacion de ARN:
El ARN se obtuvo a partir de CMSP. La concentracién y calidad de la muestra fue
analizada mediante espectrofotometria. Dado que los &cidos nucleicos son detectados a
una absorbancia de 260 nm, y los contaminantes de la muestra (proteinas, sales y
solventes) son detectados a 230 y 280 nm; un ARN de buena calidad tendra una
relacion de 260/230 de 1.8 o mayor. En la tabla 6 se muestra la cantidad y pureza del

ARN extraido.

Tabla 6. Calidad y pureza de ARN por muestra.

Yellow Orange
Basal 2-hrs Basal 2-hrs
ID ng/ul 260/230 ng/ul 260/230 ng/ul 260/230 ng/ul 260/230
1 82.66 2.3 12.23 2.31 97.88 1.9 115.32 2.35
2 28.45 2.09 52.14 2.33 197.55 2.06 120.08 1.95
3 82.42 1.7 195.17 1.96 11.71 1.82 20.27 2.02
5 84.26 1.63 69.89 1.78 106.69 2.15 117.41 1.93
6 89.19 1.72 109.93 1.87 151.09 2.2 129.58 2.13
12 107.65 2.18 54.34 2.18 58.8 2.09 75.76 1.78
14 177.84 2.18 49.71 1.94 16.6 1.71 46.28 2.12
16 44.65 1.76 68.32 1.92 80.34 2.2 70.14 1.94
17 217.13 2.26 297.36 2.22 146.44 2.18 181.41 2.18
18 349.88 2.22 155.28 1.87 403.49 2.21 217.63 2.22
21 118.39 1.89 201.25 2.25 211.06 2.03 363.08 2.2
22 235.13 1.99 60.4 1.19 61.01 2.05 117.43 2.05
23 195.2 2.21 329.11 2.16 69.85 2.42 57.81 2.09
24 279.74 2.22 318.41 2.19 84.56 1.77 57.26 1.64
25 119.81 2.31 108.69 2.34 12.55 1.62 382.64 2.11

- Analisis de integridad del ARN:
El analisis se realizo con Chips de Integridad (Agilent Technologies). El bioanalizador
indica la integridad de ARN mediante dos parametros: La relacion entre el ARN

ribosomal 28S y 188, y el nimero RIN (ARN integrity number). La uniformidad de las
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bandas y un RIN de 10 indican un ARN intacto, mientras que bandas barridas y un RIN
de 1 indican un ARN totalmente degradado. Como se observa en el Graf. 3, las
muestras elegidas aleatoriamente para ser analizadas en le Chip de Integridad tuvieron

valores de RIN mayores a 9 y bandas bien definidas.

Graf. 3.: Analisis de integridad de ARN.
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- RT-PCR en tiempo real:
Se gener6 ADN complementario o ADNc a partir de la plantilla de ARN y se analiz6 la
expresion de SOD2 por RT-PCR en tiempo real cuantitativo, mediante la técnica de
Tagman. El gen seleccionado para fungir de control endogeno fue gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH). En la Graf. 4 se observan las curvas de expresion de

SOD2y GAPDH.
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Todos los ensayos se realizaron por duplicado (réplicas técnicas). Con un coeficiente de

variacion de 0.8%, se asume que existe una alta reproducibilidad en el método.

Graf. 4: Curvas de expresion para los genes SOD2 y GAPDH.

soD2 GAPDH

4R
o

0.001

Cuantificacion relativa por el método AACt:

El anélisis de la expresion de genes por cuantificacion relativa se emplea cuando se
pretende cuantificar el cambio en la expresion del gen de estudio en comparacion con el
gen control o de referencia. Un gen endogeno debe ser estable a los componentes del
tratamiento, es decir, su expresion no debe cambiar por estimulo del tratamiento
consumido. La identificacién de un control endogeno para un determinado experimento
requiere que se prueben dos o mas, y se determine cual tiene mayor estabilidad a lo
largo del procedimiento. La seleccion de SOD?2 se realizo a partir de un ensayo previo,

en el cual se incluyeron el 18S ribosomal y actina.

De tal manera, los valores de expresion crudos de SODZ2, son normalizados con los
valores de expresion crudos de SOD2 obteniendo asi el valor de ACt. Una vez

normalizados, los datos se calibran por condicion, esto se logra al restar la expresion de
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interés (en este caso es la expresion posterior al consumo del tratamiento) vs la
expresion calibradora (que para este experimento se determind como la expresion
basal). Se logra asi el valor de AACT. El AACT se eleva a la 278 24T y s¢  obtiene

cambio neto (fold change) en la expresion (Tabla 7).

Tabla 7. Cuantificacion relativa por el método del AACT.

ACT = cT Gen de Interés - CT Gen Endégeno

Gen de interés: SOD2 Gen de expresion constitutiva cuyos
niveles de expresidén no cambian en las
condiciones experimentales usadas:
GAPDH

AACT = CT Muestra de Interés - CT Calibrador
Muestra de interés: Expresion Muestra contra la cual queremos

posterior al consumo del comparar las diferencias de expresién:
suplemento (2 horas) Basal

En la Tabla 8 se presentan los datos crudos de expresion (SOD 1A, SOD2 1A,
SOD 1B, SOD2 1B, SOD 2A, SOD2 2A, SOD 2B, SOD2 2B), los datos
normalizados (dCT 1A, dCT 1B, dCT 2A, dCT 2B), los datos calibrados por
condicion (ddCT 1, ddCT 2) y los datos de cambio neto de expresion (Yellow,
Orange).

Utilizando los datos normalizados, se compar6 la variabilidad intra-grupos. En el eje de
las “x” se colocaron los valores de expresion basal, en el eje de la “y” se colocaron los
valores de expresion obtenidos a las 2 horas de la suplementaciéon. La dispersion de los
puntos a lo largo de la diagonal (Graf. 5) refleja una alta variabilidad intra-grupos. El
hecho de que los dos grupos estan situados casi simétricamente en relacion con la

diagonal, es evidencia de la ausencia de un efecto por el periodo.
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Tabla 8: Datos crudos de expresion.

SOD_1A | GAPDH_1A | SOD_1B |GAPDH_1B| SOD_2A |CAPDH_2A| SOD_2B | GAPDH_2B | dCT_1A dCT_1B dCT_2A dCT_28 ddCT_1 ddCT_2 Yellow Orange
25,2 22,4 26,0 23,2 25,1 22,2 26,9 22,84 2,745 2,757 2,981 4,081 -,012 -1,100 1,008 2,144
23,8 21,5 24,1 22,2 28,1 25,4 247 22,45 2,313 1,890 2,637 2,287 422 350 746 785
24,1 21,7 243 22,5 243 21,7 243 21,56 2,413 1,793 2,559 2,702 620 -,143 651 1,104
21,7 248 21,6 24,4 21,6 24,7 215 24,72 -3,069 -2,800 -3,126 -3,250 -,269 124 1,205 918
248 240 244 214 244 21,8 234 21,33 765 2,998 2,546 2,088 -2,233 458 588 728
248 216 23,6 21,3 246 22,7 238 21,63 3,194 2,320 1,838 2,197 873 -,360 546 1,283
228 244 22,2 235 22,7 26,0 20,7 22,93 -1,655 -1,231 -3,305 -2,185 -424 -1,120 1,342 2,173
215 26,5 22,2 26,7 223 22,4 234 23,25 -4,998 -4,552 -,153 134 -,446 -,287 1,362 1,220
25,2 22,9 22,1 20,7 21,6 20,7 21,5 20,14 2,231 1,372 976 1,344 859 -,368 551 1,291
26,1 22,8 245 21,5 245 21,7 246 21,92 3,334 2,964 2,764 2,661 370 103 774 931
29,5 29,8 30,6 30,7 32,9 30,0 32,1 30,24 -,256 -,075 2,890 1,899 -,181 991 1,134 503
240 21,6 25,1 23,2 254 24,0 24,1 21,93 2,388 1,903 1,417 2,122 485 -,705 714 1,630
24,1 22,7 22,8 21,6 23,9 21,9 235 21,10 1,406 1,265 2,059 2,432 141 -,373 907 1,295
23,6 20,4 24,4 21,1 234 20,2 23,1 20,61 3,250 3,248 3,250 2,529 ,002 722 998 606
23,2 23,2 23,1 22,6 247 28,3 23,2 26,48 -,064 479 -3,604 -3,315 -,543 -,289 1,457 1,222
23,9 21,1 22,7 22,0 21,7 20,6 21,2 20,36 2,811 658 1,073 871 2,153 202 225 869




Graf. 5: Dispersion de los datos de expresion (ACt)
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Cambio en la expresion de SOD2: El analisis del cambio en la expresion de SOD?2 se
realizd mediante una t-Student para muestras relacionadas. Se incluyeron un total de 64

muestras correspondientes a 16 voluntarios.

Los datos descriptivos de la variable dependiente se presentan en la Tabla 9. Tanto la
media de cambio como la dispersion del tratamiento Yellow fue menor que la del
tratamiento Orange. Con un valor de p > 0.05, se determin6 que ambas variables tienen
una distribucion normal de acuerdo a las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-
Wilks, por lo que es factible utilizar una prueba paramétrica para analizar si el cambio

en la expresion de SOD? es significativamente diferente entre tratamientos (Tabla 10).

Tabla 9: Cambio en la expresion de SOD?2 por tratamiento.

Estadisticos de muestras relacionadas

Error tip. de la

Media N Desviacion tip. media
Par 1 Yellow 88798 16 ,348539 087135
Orange 1,16887 16 A85551 121388
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Tabla 10: Prueba de normalidad de la variable dependiente.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Yellow A28 16 200 967 16 789
Orange 210 16 057 910 16 A17

*. Este es un limite inferior de la signiticacion verdadera.

a. Correccion de la signiticacion de Lillietors

La confiabilidad de los resultados estadisticos se probo mediante tres hipotesis: el
efecto que tuvo la secuencia del consumo de los tratamientos (Ho: A; = A, = 0); el efecto
que tuvo el periodo de consumo (Ho: w; = m, = 0); y el efecto que tuvo el consumo del

tratamiento sobre el cambio en la expresion de SOD2 (Ho: T; = T, = 0) (Fig. 8).

Fig. 8: Hipdtesis principales a contrastar.

Periodo 1 Periodo 2
Secuencia: Cotoa Cqcoa
Yellow-Orange : >\
HO:T1=T2:0 Ho:A =A,=0
Secuencia: >
Orange-Yellow b4 7 o
Plagebo Plagebo
v v
st Ho:m, =m,=0 i

Para probar si la secuencia de consumo influy6 en los resultados del estudio (efecto de
acarreo), se utilizd una prueba t-Student para muestras independientes, y se estratifico

por secuencia de consumo. Con valores de p > 0.05 se concluye que el orden en el que
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se consumieron los tratamientos no es una variable que afecte los resultados del estudio,

no existe un efecto de acarreo. Los resultados del analisis se observan en la tabla 11.

Tabla 11: Efecto de la secuencia de consumo de los tratamientos, sobre la expresion del

gen SOD2 (Ho: A =21,=0).

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para la igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias

95% Intervalo de confianza para la
iferencia

Diferencia de Error tip. de la
E Sig. t al Sig. (bilateral) medias diferencia Inferior Superior
Yellow Se han asumido 195 666 -,047 14 963 -,008468 180372 -,395327 378392
varianzas iguales
No se han asumido -047 13305 963 -,008468 180372 -397232 380297
varianzas iguales
Orange Se han asumido 3491 083 107 14 917 -,026815 251194 -.565573 511943
varianzas iguales
No se han asumido -107 10611 917 -,026815 251194 -,582174 528544

varianzas iguales

El efecto que tuvo el periodo de consumo de los tratamientos, sobre la expresion de
SOD?2, se analiz6 mediante una prueba t-Student para muestras relacionadas. Con un
valor de p>0.05, se concluye que el periodo no influyo significativa en el cambio en la

expresion del gen SOD2. Los resultados del analisis se observan en la tabla 12.

Tabla 12: Efecto del periodo de consumo de los tratamientos, sobre el cambio en la

expresion del gen SOD2 (Ho: m; = mp, = 0).

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de confianza para la

Error tip. de la diferencia

Media Desviacion tip. media Inferior Superior t ql Sig. (bilateral)
Par 1 Periodol - Periodo2 009174 601899 150475 -.311556 .329903 061 15 952

Dado que no hubo un efecto significativo de la secuencia de consumo, ni del periodo, se
prosiguid a evaluar si el cambio en la expresion de SOD?2 fue estadisticamente diferente
entre tratamientos. Con valor de p = 0.05, se sugiere que el cambio en la expresion del
gen mitocondrial SOD2 fue significativamente diferente entre tratamientos. Los

resultados con respecto a estas observaciones no son concluyentes ain, dado que el
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rango de valores del intervalo de confianza al 95% cruza la unidad. Los resultados de la

prueba de hipotesis se observan en la tabla 13.

Tabla 13: Efecto del tratamientos, sobre el cambio en la expresion del gen SOD2 (Ho:

T1 = Tzz 0)

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de confianza para la

Error tipd,_de la diferencia

Media Desviacion tip. media Inferior Superior t al Sig. (bilateral)
Par 1 QOrange - Yellow 280891 527458 131865 -.000172 561954 2,130 15 050
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IX. DISCUSION

Los resultados del estudio sugieren que el consumo agudo de flavanoles de la cocoa es
capaz de modular la expresion de SODZ2, probablemente a través del cambio en la
capacidad antioxidante en plasma. En nuestro conocimiento, este es el primer estudio que
analiza el efecto del consumo de un concentrado de cocoa sobre la expresion de genes, in
vivo. Estos hallazgos son de particular relevancia, dado que la evidencia del efecto
molecular de los flavanoles proviene de estudios in vitro, empleando polifenoles o (-)-
epicatequina de la cocoa en su forma aglicon como estimulate, y a concentraciones que
superan las fisiologicas. Se sabe que los flavanoles son continuamente conjugados en el
tracto gastrointestinal, y que los metabolitos que llegan a plasma no son los encontrados en
los alimentos (aglicon), por lo que las observaciones de estudios in vitro, aunque valiosas,

no reflejan el efecto fisioldgico in vivo.

La capacidad que tienen ciertos componentes de la alimentacion de influenciar la expresion
de genes es un tema de actual investigacion, que se sustenta en la heterogeneidad de los
resultados obtenidos tanto en estudios poblacionales, como en estudios experimentales. Las
investigaciones circundantes al consumo de polifenoles no son la excepcion. Queda claro
sin embargo, que los grupos poblacionales que se distinguen por tener un elevado consumo
de alimentos ricos en polifenoles, presentan beneficios a la salud en términos de menor
incidencia de enfermedades cardiovasculares y probablemente cancer. Los mecanismos
moleculares que explican estos acontecimientos aun no estan claramente definidos, lo que

dificulta el entendimiento de su funcion en el organismo y el alcance de sus beneficios.

Hablar de polifenoles implica a una amplia familia de fitoquimicos con caracteristicas muy
diferentes. En este estudio nos enfocamos en analizar el efecto de los flavonoides
catequina, epicatequina y procianidinas que tiene la cocoa. La cocoa se obtiene a partir de

la fraccion no grasa del cacao, que es en donde se encuentran los flavanoles. El chocolate es
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la combinacion de sélidos cocoa y manteca de cacao. El contenido de polifenoles de la
cocoa puede variar dependiendo de los métodos industriales utilizados en su obtencion, un
grano que no fue fermentado, no se tostd y fue sometido a un proceso de blanqueado, tiene

hasta cuatro veces mas polifenoles que los granos tratados con otros métodos.

Existen diferentes vehiculos a través de los cuales se puede estudiar el efecto de la
ingestion de los flavonoides del cacao en un organismo. En la literatura, los mas empleados
son barras de chocolate, bebidas de cocoa, y en menor cantidad, concentrados

administrados en forma de cépsulas. Cada una vehiculo presenta pros y contras.

* Barras de chocolate. Dentro de los beneficios de utilizar barras de chocolate se
encuentra su facil aceptacion, su disponibilidad y variedad. Es una de las formas en
que mas se consume cacao y por esto la mas usada en como vehiculo de
administracion. Sin embargo, las barras de chocolate son muy heterogéneas en
cuanto a su composicion, varian de acuerdo al pais de origen, el tratamiento
industrial al que fue sometido, los métodos de fabricacion y el contenido de solidos
de cocoa. Su consumo conlleva una ingestiéon considerable de lipidos y azucares,
que tienen efectos negativos a la salud, y que modifican la expresion de genes por
efecto de la respuesta postprandial, lo que puede confundir los resultados del
estudio. Por la facilidad con la que se discrimina entre chocolate oscuro (alto
contenido en cocoa) y chocolate con leche, es dificil realizar ensayos comparativos
cegados. En la literatura, los rangos de administracion del chocolate son amplios,
varian de los 27 g/dia a los 80 g/dia, con una media de consumo de 40g/dia (Wang,

2000; Rein, 2000; Schramm, 2001; Flammer, 2007; Williams, 2009).

* Bebidas de cocoa. Presentan la misma heterogeneidad de contenido que las barras
de chocolate. El polvo de cocoa alto en flavonoides es poco disponible, lo que la
poblacion generalmente consume son polvos sabor cocoa, cuyo contenido de aztiicar

es muy elevado. El principal diluyente de estas bebidas es la leche, lo que ha
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cuestionado su uso dado que las proteinas de la leche se proponen como
obstaculizadores en el proceso de absorcion intestinal de los flavonoides. Los
resultados al respecto son contradictorios. Como alternativa, se ha empleado agua
en lugar de leche como diluyente, esto cambia la textura, el sabor y por lo tanto la
aceptabilidad de la bebida. El contenido de flavonoides administrados en estudios
que usan bebidas de cocoa como vehiculo de administracion, oscila entre los 215

mg/dia y los 800 mg/dia (Heiss, 2005; Rein, 2000).

* Los concentrado de cocoa. Dado que se administran en forma de capsulas, es
posible controlar un mayor nimero de variables potencialmente confusoras. Su uso
permite la realizacion de disefios metodoldgicos cegados con grupo control, lo cual
aumenta la validez y confiabilidad de los resultados al eliminar la interaccion con
otros componentes del producto de estudio. Los concentrados de cocoa
generalmente no tienen lipidos y carbohidratos que confundan los resultados del
estudio. Los articulos que utilizan concentrados de cocoa como vehiculo de
administracion son la minoria, por lo que se tienen menos fuentes bibliograficas

para compara los resultados obtenidos.

En este estudio, el vehiculo seleccionado para administrar los flavonoides de cocoa fue
tema de controversia que requirid de varias pruebas. La primera fue utilizar barras de
chocolate, sin embargo, las dificultades antes mencionadas y la necesidad de realizar un
analisis bromatologico para conocer de la cantidad de flavonoides que aportaban, condujo
a buscar una segunda opcion. Se considerd entonces buscar un polvo de cocoa alto en
polifenoles, y comparar el efecto contra un polvo sabor cocoa. La informacion mas cercana
al contenido de polifenoles fue la estipulada con base a la denominacion genérica del
producto (NOM-186). El mayor contraste se logro entre el chocolate para mesa amargo (18
% m/m de cocoa desgrasada totalmente) y las bebidas de chocolate en polvo (1.8 % m/m de
cocoa desgrasada totalmente). Se realizé un piloto para analizar la aceptacion del producto,

factibilidad de uso y deteccion de variables potencialmente confusoras. Se diluyeron 30g de
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producto en 200 ml de agua. La presencia de agua dificulté que las bebidas se diluyan
adecuadamente, especialmente la de chocolate para mesa amargo, ya que contienia partes
grasas. Se intent6 cegar el estudio pero el 100% de los voluntarios detectd cual de las dos
bebidas tenia alto y bajo contenido en polifenoles. La aceptabilidad no fue la esperada y la
variacion entre preparaciones fue alta. Se declind por lo tanto el uso de bebida de cocoa

como vehiculo de administracion.

Por ultimo, se examiné la posibilidad de emplear un concentrado de cocoa y se identifico
CocoaPure 45%. Este es un producto cuyo proceso de elaboracion y composicion
bromatologica fue publicado en el Journal of Agricultural and Food Chemistry en el afio
2007. CocoaPure 45% es elaborada por Naturex'" y se comercializa en diversas partes del
mundo, no asi en México. La compafiia manofacturadora proporciond tanto el concentrado
de cocoa, como el placebo compuesto basicamente de maltodextrinas. Por su factibilidad,
control y calidad, se decidi6 utilizar este producto como vehiculo de administracion. El
concentrado y el placebo fueron encapsulados, cegados y aleatorizados en el Departamento
de Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM. La dosis de producto administrado se
determinod con base en la literatura, en donde se sefiala que los mayores beneficios a corto
plazo se obtienen al consumir minimo 500 mg/dia de flavonoides, y/o > 50 mg/dia de
epicatequina (Shrime et al., 2011). La dosis de concentrado administrada en el estudio

cumple con ambas recomendaciones.

El objetivo principal de este experimento fue el analizar si el consumo agudo de
flavonoides de cocoa modificaba la expresion del gen SOD2 en CMSP. SOD2 esta
involucrado en la defensa mitocondrial en contra de ROS, y es sensible a cambios en el
estado redox del organismo. La expresion de SOD?2 se altera en presencia de enfermedades
como el cancer, en estados proinflamatorios, en personas que tienen un alto consumo de
tabaco, etc. Componentes de la alimentacion como los flavonoides y los folatos se han

propuesto como probables reguladores de la expresion de SOD2.
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Para probar las hipotesis del estudio, se utiliz6 un disefio experimental cruzado,
aleatorizado, cegado con grupo control. En este disefio, cada individuo funge como control
de si mismo y algunas de las variables potencialmente confusoras, como es el fondo

genético y la edad, quedan controladas.

Para estimar la muestra de estudio se propuso la formula para ensayos clinicos cruzados
2X2. Sin embargo, esta formula requiere datos conocidos como la varianza por tratamiento
y el tamafo del efecto observado que no se pudieron integrar. Como alternativa, se eligio la

féormula de dos proporciones de Hulley (Hulley, 2001).

Una vez firmado el consentimiento informado, cada voluntario debia de asistir en dos
ocasiones a los sitios de captura. Existieron diferentes factores que dificultaron el

reclutamiento y seguimiento de los voluntarios, por ejemplo:

* Poblacion “aparentemente sana”. La promocion del estudio se realizd6 mediante
tripticos, posters, invitacion por correo electronico y en la revista de la UIA. Se tuvo
muy buena respuesta al inicio del estudio, sin embargo, un elevado porcentaje de las
personas que manifestaban interés en participar eran individuos que actualmente
tenian algin padecimiento, que estaban bajo esquema de suplementacion o que
pasaban fuera del rango de edad establecido. Esto denota que las personas que
mayor interés tienen en cuestiones de salud, son aquellas que estdn diagnosticadas
como enfermas, personas mayores de 40 afos, o que por experiencia estdn mas
sensibilizadas a la importancia del consumo de componentes de la alimentacion que
otorgan beneficios “extras” a la salud. La poblaciéon menor de 24 afios que mayor
participacion tuvo, fueron estudiantes de ciencias de la salud, especificamente

estudiantes de nutricion.
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Fumadores vs no fumadores. Durante el disefio del estudio se considero estudiar el
efecto que el consumo de polifenoles de la cocoa tendria en la expresion de SOD2
en fumadores vs no fumadores. Basados en la literatura, se establecio la hipdtesis de
un mayor cambio en el grupo de fumadores. Desafortunadamente, el nimero de
voluntarios que cumplieron con el criterio de fumador establecido en el protocolo
fue muy reducido, se optod por eliminar esta variable del estudio ya no era factible

realizar comparaciones entre grupos con un tamafo de muestra tan pequeno.

Consumo de chocolate, cocoa, té verde, café y vino tinto. Dado que estos alimentos
se caracterizan por su elevado contenido de polifenoles, en la mayoria de los
estudios en humanos se controla su consumo de 24 horas previas a la toma de
muestra. Este periodo ha mostrado ser suficiente dado que los polifenoles de la
cocoa, catequina y epicatequina, tienen una vida media en plasma sumamente corta,
su pico maximo de concentracion plasmatica se localiza a las dos horas del
consumo, y de acuerdo a los resultados de estudios experimentales, a las seis horas
posteriores las concentraciones en plasma son practicamente basales. En este
estudio se siguid la misma mecanica concerniente a la ingesta de chocolate, cocoa,
té verde y vino tinto. Sin embargo, y aunque no directamente, mas del 30% de los
voluntarios consumieron de manera indirecta estos productos, las formas mas
comunes de consumo fueron tés frios, helados, panecillos y galletas. De ser
necesario y si el voluntario estaba de acuerdo, la toma de muestra se reprogramaba

para el siguiente dia. No todos los voluntarios estuvieron de acuerdo en regresar.

Toma de muestra. Para ser considerado caso completo, a cada voluntario se le debia
de extraer sangre en cuatro ocasiones; dos basales y dos posteriores al consumo del
suplemento. Ya fuera por razones personales como el estrés o el calibre de las
venas, o por factores ambientales como el frio, hubo ocasiones en donde la sangre
dejaba de fluir a mitad de la extraccion. Si el voluntario se mostraba renuente a
seguir participando, la extraccion de sangre se interrumpia. Dado que las

comparaciones de cambio en la expresion se hacen entre muestras tomadas el
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mismo dia, interrumpir la extraccién significaba perder la muestra y tener que
agendar otra cita para repetir todo el procedimiento, a lo que no todos los

voluntarios estuvieron de acuerdo.

Separacion de CMSP en laboratorio. La extraccion de CMSP con ficoll es un
método bien establecido, con buenos resultados, pero que consume bastante tiempo,
lo cual es inconveniente para la obtencion de ARN de buena calidad Con la
finalidad de hacer mas eficiente la duracion del manejo de muestras en laboratorio,
se emplearon tubos CPT. Los tubos CPT contienen un medio de separacion celular
conformado por un gel de poliéster y un liquido de gradiente de densidad, lo cual
permite la separacion de CMSP en una sola centrifugacién. Desafortunadamente,
estos tubos son caros y estdn hechos de cristal, lo cual dificulta su manipulacion.
Cualquier variacidn en la temperatura del tubo (enfriamiento), en la centrifugacion,
o choque entre ellos, puede ser factor de ruptura y pérdida de la muestra. Al igual
que con la extraccion de sangre, la ruptura del tubo significa la pérdida de la

muestra.

Extracciéon y manejo de ARN: El ARN se obtuvo a partir de las CMSP. La
extraccion y manejo del ARN es un proceso sumamente delicado por su facil
degradacion. Todo el método debe de realizarse en frio y en condiciones de extrema
limpieza. La contaminacion con ribonucleasas (RNasas), presentes en practicamente
todo el cuerpo, degrada la muestra y la imposibilita para llevar a cabo analisis de
expresion. En este estudio, la extraccion de ARN se hizo mediante el método de
TRIzol, que es un producto téxico y corrosivo preparado a base de fenol y
tiocianato de guanidina. En los pasos finales de la extraccion, el ARN se lava y se
precipita formando un diminuto pellet que muchas veces es imperceptible a la vista.
Esto provoca que por error, el pellet se llegue a desechar junto con el resto de los

solventes y haya pérdida total de la muestra.
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De los 25 voluntarios que se reclutaron al inicio del estudio, Unicamente 16 fueron
considerados casos completos, esto equivale al analisis de 64 muestras bioldgicas. El resto
de los voluntarios no fueron incluidos por alguna de las siguientes razones: abandono del
estudio, incidencia en criterios de eliminacion o problemas con la extraccion, separacion y
manejo de las muestras en laboratorio. Al término del estudio las pérdidas observadas
rebasaron el porcentaje de pérdidas estimadas por lo que no se pudo lograr el tamafio de

muestra estimado.

Dentro de los participantes, se tuvo una mayor respuesta del sexo femenino. Los resultados
de variables descriptivas estuvieron dentro de los rangos de normalidad y los resultados

concuerdan con lo encontrado por otros autores.

Una de las principales inquietudes del disefio cruzado, esta en relacion al efecto de acarreo.
Es decir, la posibilidad de que el consumo del primer suplemento afecte la respuesta del
segundo. Para controlar este sesgo se plantea un periodo de blanqueamiento entre los dos
suplementos. La duracion del periodo debe de ser suficiente como para asegurar que al
momento de consumir el segundo suplemento, el primero ya no esté ejerciendo ningin
efecto fisiologico. El periodo transcurrido entre la toma de los suplementos se debe
establecer con base en la literatura, tomando en cuenta el fenomeno de estudio, para

asegurar que no habra interaccion entre tratamientos.

En este proyecto, el periodo de blanqueamiento establecido fue de 7 +/-3 dias, que
concuerda con lo estipulado por estudios similares (Hermman et al., 2006; Flammer et al.,
2007; Fiel et al., 2011). El andlisis del cambio en la variable dependiente por secuencia en
el consumo de tratamientos, no fue estadisticamente significativa, por lo se concluye que no
hay un efecto de acarreo. El andlisis del efecto del periodo tampoco fue estadisticamente

diferente.
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La hipotesis principal del estudio se probé mediante una prueba t-student para muestras
relacionadas. La dificultad de utilizar esta prueba reside en que la falta de un solo dato
excluye del andlisis el caso completo. Con un valor de p = 0.05 se asume que el cambio en
la expresion de SOD?2 fue estadisticamente diferente entre tratamientos, sin embargo, el
intervalo de confianza cruza la unidad, por lo que los resultados no son concluyentes. Es
importante sefialar, que la magnitud del efecto alcanzada supera el 50%, por lo tanto,
aunque no se alcanzo el tamafio de muestra calculado, el impacto clinico es muy
considerable. El lograr el tamafio de muestra propuesto al inicio del estudio ayudara a
cimentar diferencias mas especificas en cuanto al cambio en la variable dependiente,
empero, los resultados obtenidos marcan una tendencia en cuanto al efecto que tienen
componentes especificos de la alimentacion sobre el cambio agudo en la expresion de

genes.

Uno de los mecanismos propuestos para explicar este efecto, es la metilacion o inhibicién
de la metilacion de citosinas en puntos especificos de la cadena de ADN. Se ha observado
en estudios in vitro que los polifenoles catequina y epicatequina son capaces de lograr este
efecto por dos vias. Referencia La primera de ellas es una respuesta secundaria al propio
aumento de la capacidad antioxidante en plasma, lo que activa diferentes vias de
sefalizacion asociadas al mantenimiento del estado redox del organismo, en donde el gen
SOD?2 tiene una participacion central. La segunda hipotesis se refiere a la capacidad que
tiene los polifenoles catequina y epicatequina de interactuar con la enzima ADN-metil-
transferasa (DNMT por sus siglas en inglés) y metilarse. De esta manera fungen como
competidores por el grupo metil y disminuyen el sustrato disponible para la metilacion de
la cadena de ADN, lo que aumentaria la expresion basal del gen. La problematica de
transpolar los resultados obtenidos en estudios in vitro a lo que sucede en el humano, radica
en que las lineas celulares son estimuladas directamente con aislados de catequina o
epicatequina, o con concentrados de polifenoles; en el humano no todos los polifenoles
atraviesan la barrera gastrointestinal y logran llegar al torrente sanguineo, muchos de ellos
se quedan en el intestino, por lo tanto, la magnitud del efecto no es la misma. Ademas, en el

humano los polifenoles sufren diversos procesos de conjugacion como la metilacion y la

57



glucoronizacidn, no se sabe con certeza hasta que grado estas conjugaciones modifican la
biodisponibilidad y efecto de los polifenoles. Es necesario realizar investigaciones mas
ambiciosas y bien orientadas in vivo, que involucren desde la parte mecanistica, como el

efecto en variables fisiologicas.
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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxiribonucleico

AF: Actividad fisica

Ap1: Proteina de activacion-1

Ap2: Proteina de activacion-2

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

¢ADN: Acido desoxirribonucleico complementario

Caja CAAT: Secuencia de nucledtidos con el siguiente consenso: 5'-GGNCAATCT-3'.

Caja TATA: Secuencia de nucleotidos del tipo 5'-TATAAA-3' encontrado en las
regiones promotoras de genes

CAP: Capacidad antioxidante en plasma

CFTR: Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (Regulador de la
conductancia transmembranal de la fibrosis quistica)

ClI: Cloro

CMSP: Células mononucleares de sangre periférica

CpG: Citosina-fosfato-Guanina

CPT: Tubo de Preparacion Celular (por sus siglas en inglés)

CT: Colesterol total

Ct: Ciclo de inicio de la transcripcion

Cu: Cobre

DNMT: ADN metiltransferasa

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

eNOS: Endothelial nitric oxide synthase (Oxido nitrico sintasa endotelial)
EPCG: Catequina [(-)-epigalocatequina 3-galato

FMD: flow-mediated vasodilatation (dilatacién vascular mediada por flujo)
GAPDH: Gliceraldheido-3-fosfato deshidrogenasa

GC: Guanina-citocina

GMPc: Guanosin monofosfato ciclico

H,0;: Peroxido de hidrogeno

HC: Hidratos de carbono

HDL: Lipoproteina de alta densidad

HOMA-IR: Homeostasis Model of Assessment - Insulin Resistance (Modelo de
evaluacion de la homeostasis-Resistencia a la insulina)

HTA: Hipertension arterial

IL: Interleucina

IMC: indice de masa corporal

INMEGEN: Instituto Nacional de Medicina Genomica



IPAQ: International Physical Activity Questionnaire

LDL: Lipoproteina de baja densidad

Lip: Lipidos

METSs: Metabolic equivalent (equivalente metabolico)

Mn: Manganeso

MnSOD: Proteina Superoxido Dismutasa dependiente de manganeso
mRNA:

NADPH: Nicotinamina adenina dinucleotido fosfato

NF-kB: Factor nuclear kappa beta

NHLBI: National Health, Lung, Blood Institute

0,7 : Radical supedxido

NO: Oxido Nitrico

ORAC: Oxygen radical absorbance capacity (Capacidad de absorcion de radicales
oxigeno)

PA: Presion arterial

Prot: Proteinas

REDOX: Oxido-reduccion

RM: Raz6n de momios

ROS: Sustancias reactivas de oxigeno

RT: Retro-transcripcion

RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction (Transcripcion reversa de la
reaccion en cadena de la polimerasa)

SAH: S-adenosilhomocisteina

SAM: S-adenosilmetionina

SCNG: Solidos de cocoa no grasos

SNUT: Sistema de evaluacion de habitos nutricionales y consumo de nutrimentos
SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido

SOD: Superoxido Dismutasa

SOD2: Gen Superdxido Dismutasa dependiente de Manganeso.
Sp1: Proteina especifica-1

TG: Trigliceridos

THEF: Tetra-hidrofolato reductasa

Trolox: Analogo hidrosoluble del alfa-tocoferol.

UIA: Universidad Iberoamericana

UV: Ultravioleta

TBARS: Sustancias reactivas al acido tibarbiturico

Zn: Zinc
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Identificacion del proyecto de investigacion: 11.21.NRC (DUND-100174)

Patrocinador: Nestec Ltd

Avenue Nestlé 55
CH-1800 Vevey
Switzerland

No. de participante:

Nombre del participante:

Por favor, lea completamente esta carta antes de decidir si desea ingresar al estudio. De
antemano, le informamos que usted puede o no dar su consentimiento para participar en él
sin ninguna consecuencia. Tome todo el tiempo que sea necesario para leer este formato,
pregunte y hable de este proyecto a familiares y amigos.

Esta carta tiene como objetivo explicarle en qué consistira su participacién en el protocolo
de estudio.

1. TITULO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
«Mecanismos genéticos y epigenéticos asociados a los beneficios de la cocoa»
2. INTRODUCCION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO

Los polifenoles son una variedad de compuestos encontrados en los alimentos de origen
vegetal, como en té y uvas, y su consumo se ha relacionado a la prevencion de
enfermedades crénicas. La cocoa contiene polifenoles activos que confieren beneficios a la
salud. En este estudio queremos estudiar aproximadamente 40 sujetos sanos de entre 18 y
40 anos, no embarazadas o en periodo de lactancia en el caso de las mujeres, que no
consuman medicamentos de ningun tipo, ni suplementos vitaminicos por lo menos un mes
antes de iniciar el estudio; a consumir un concentrado de polifenoles de cocoa. El objetivo
de este estudio es investigar si el consumo de un suplemento de cocoa rico en polifenoles
afecta la funcion de sus células sanguineas. y/u otros factores importantes para la salud.

Se le extraera sangre y de las células presentes en su sangre se analizara como el
tratamiento con cocoa rico en polifenoles afecta la actividad de sus células. Para ello se
aislara de sus células sanguineas ADN (acido desoxirribonucleico) y ARN (acido
ribonucleico. Una vez realizadas estas determinaciones, el ADN sera almacenado en el
Biobanco del Instituto Nacional de Medicina Genémica (INMEGEN) y en Nestec Ltd. y
podra ser usado para estudios similares a este. Su nombre no aparecera en ninguna otra
prueba gendmica; su muestra de sangre no tendra ningun tipo de informacién personal,
sera codificada con un nimero de serie para evitar cualquier posibilidad de ser identificado.
Una vez que comience el estudio, sus muestras no podran serle devueltas. El cédigo que
identifica su muestra estara disponible Unicamente para los investigadores titulares del
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proyecto, quienes estan obligados por ley a mantener estos datos confidenciales. Los
cadigos seran guardados en un archivero con llave en una oficina INMEGEN y Nestec Ltd.
bajo estrictas medidas de seguridad. El acceso a esta oficina sera permitido unicamente a
los investigadores principales del proyecto. Todos los datos que se obtengan durante el
estudio seran guardados con las mismas medidas de seguridad y confidencialidad, y solo
los investigadores responsables tendran acceso a la informaciéon que contiene su nombre.
Si decide participar en este estudio, se le tomaran muestras de sangre de la vena de su
brazo en dos ocasiones por visita bajo condiciones de ayuno; una antes y otra dos horas
después del consumo del suplemento de cocoa rico en polifenoles. Usted tendra que asistir
a la clinica en tres ocasiones durante cinco semanas. Durante su segunda visita a la clinica
se le proveeran suficientes suplementos para consumir durante las proximas cuatro
semanas del estudio.

No se cobrara por ninguna de las pruebas realizadas, ni se le dara a cambio dinero por su
participacion en el estudio. En cambio, usted recibira los resultados de su analisis de
sangre, un estudio de su dieta y composicion corporal. Los suplementos seran
proporcionados sin ningun costo. Durante su ultima visita a la clinica usted recibira los
resultados de su estudio y la orientacion nutriolégica necesaria.

3. PROTOCOLO DE ESTUDIO Y PROCEDIMIENTOS

Lea por favor los siguientes puntos en donde se explica el protocolo y procedimientos del
estudio.

3.1. El estudio consistird en tres consultas durante cinco semanas. Todas las
mediciones y tomas de muestras se realizaran en ayuno. La consulta inicial durara
3 horas aproximadamente. Durante esta consulta, se le tomaran dos muestras de
sangre del brazo de 25 ml, una antes y otra 2 horas después de haber consumido
el suplemento de cocoa o el placebo. Se le pedira que proporcione informacién
referente a su historia clinica, asi como informacion referente a sus habitos de
dieta y de ejercicio, se le tomaran medidas antropométricas (peso, talla,
circunferencia de cintura) y, por ultimo, se le hara una evaluacién de composicion
corporal. La segunda consulta se realizara una semana después y tendra una
duracion de 2 horas. Durante esta consulta se le tomaran otras dos muestras de
sangre del brazo de 25 ml, una antes y otra 2 horas después del consumo del
suplemento de cocoa o el placebo, también se le entregaran los suplementos
necesarios para que los consuma en el transcurso de las préximas cuatro
semanas. En la tercera y ultima visita se repetira el proceso de toma de muestras;
antes y 2 horas después del consumo del suplemento de cocoa, también se
realizard una segunda medicion de composicidon corporal. Todas las consultas
seran dentro de la Clinica de Nutriciéon de la Universidad Iberoamericana plantel
Santa Fe.

3.2. El dia de la tercer visita a la clinica, usted tendra que entregarle al encargado de la
investigacion el frasco que contiene los suplementos que no consumio.

3.3. En la primera visita a la clinica se le pedira que se ponga una bata desechable
para hacer mediciones corporales. El peso se medira en bascula, la estatura en
estadimetro, se medird la circunferencia de cintura y analizard la composicion
corporal mediante impedancia bioeléctrica con el equipo InBody.

3.4. En cada visita, un profesional de la salud le tomara una muestra de sangre en
ayuno y una muestra dos horas posteriores al consumo de suplemento de 25 ml
de sangre cada una (aproximadamente 2.5 cucharadas de sangre). Todo el
material serd nuevo y desechable. Cualquier molestia deberd ser reportada de
inmediato al personal a cargo de este estudio.

3.5. Una sola vez, se le realizaran cuestionarios enfocados a conocer su historia
clinica, habitos alimenticios y actividad fisica.
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3.6. Se le entregaran los resultados de sus estudios de sangre, de orientacion
alimentaria y contard con seguimiento nutricio durante el tiempo que dure el
estudio.

3.7. El estudio sera llevado a cabo bajo la dosis segura de suplementacion con
polifenoles de cocoa. La dosis sera proporcionada por el investigador. Usted
tomara una dosis al dia del suplemento de cocoa durante 4 semanas. Durante el
tiempo que dure el estudio usted no debe cambiar su alimentacion o ningun otro
habito.

3.8. La muestra de sangre se utilizara para aislar RNA que se usara para estudios de
expresion de genes, asi mismo se extraera DNA para analisis de metilacion.

4. POSIBLES RIESGOS ASOCIADOS

No se espera toxicidad alguna con la dosis administrada durante el estudio. Los efectos
gastrointestinales adversos (por ejemplo: nausea, malestar intestinal, estrefimiento,
malestar estomacal, etc.) seran monitoreados. Probablemente haya molestia o moretén en
la zona del brazo en donde se tomo la muestra de sangre.

5. BENEFICIOS

e Evaluacién nutricia gratuita durante el estudio.

* Examen de laboratorio de perfil de lipidos y glucosa gratuitos.

¢ Estudio de composicion corporal por impedancia bioeléctrica en equipo InBody.
* Orientacion alimentaria de acuerdo a los resultados del estudio.

6. ¢QUE PASA SI SE REALIZAN NUEVOS DESCUBRIMIENTOS Y SE
COMPARTEN LOS RESULTADOS?

Existe la posibilidad de que, mientras se esté llevando a cada el estudio, surja informacion
nueva que afecte el objetivo principal de lo que se esta estudiando. Si esto sucede, se le
informara y se le preguntara si desea continuar en el estudio. Si decide no continuar, se
haran los tramites necesarios para que su podliza de seguro médico (si es que tiene alguna)
no refleje cambios y su acceso a otros servicios médicos no se vea afectado.

Asi mismo, nosotros nos reservamos el derecho a suspender su participacion en el estudio
si consideramos que es lo mejor para usted. Si su participacion termina de manera
temprana, se le puede pedir que regrese para realizarle analisis y procedimientos finales
para su seguridad.

Si por cualquier motivo el estudio termina, se le informara con anticipacion.

Usted es libre de finalizar el estudio en cualquier momento, sin necesidad de dar ningun
motivo ni incurrir en ninguna responsabilidad.

7. CONFIDENCIALIDAD

Toda la informacion recopilada durante el estudio sera manejada con estricta
confidencialidad. Solo las personas que estan directamente relacionadas con el estudio
tendran la informacién que permite identificarlo, esta informacién no sera otorgada a nadie
mas.

Las muestras de sangre recolectadas seran utilizadas para el analisis de ADN, ARN e
identificacion de moléculas en plasma y podran ser empleadas en estudios similares a
este.

El expediente meédico y la informacion obtenida durante el estudio seran revisados por
representantes autorizados de Nestlé. Unicamente el cddigo de individuo que le fue
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asignado, asi como sus iniciales seran entregados a Nestlé. Asi mismo, la informacién y
los expedientes pueden ser revisados por la Comisién de Etica en Investigacion y
probablemente por otras Autoridades Regulatorias. Consecuentemente, usted debera
autorizarnos a entregar sus registros médicos a Nestlé, sus empleados o agentes, a las
Autoridades de Salud Regulatorias Nacionales y Extranjeras, y a la Comisién de Etica en
Investigacion. Estos registros seran utilizados por ellos uUnicamente en relacion al
cumplimiento de las obligaciones concernientes a este estudio.

Toda la informacion o analisis que resulten de este estudio y que conciernan a su estado
de salud, se mantendran en estricta confidencialidad. Usted sera informado de cualquier
descubrimiento de importancia relacionado a su estado de salud durante el periodo del
estudio pero, sin su permiso escrito, esta informacién no sera revelada a terceras partes
adicionales a las ya mencionadas. La unica excepcién a esta regla sera en caso de
identificar una enfermedad transmisible, en donde por obligacion legal se debera de
informar al Departo de Salud. En este caso, usted sera informado de nuestra intencion de
revelar dicha informacion a las agencias autorizadas.

8. ;A QUIEN CONTACTAR?

Si usted quiere informarse sobre sus derechos como participante de este proyecto de
investigacion, o tiene alguna queja concerniente a este estudio, puede contactar a la Mtra.
Garbifie Saruwatari Zavala en el tel. 5350-1900 ext. 1157. Ella esta encargada de la
Comisién de Etica en Investigacion (CEI) establecida para ayudar a proteger los derechos
de los participantes en proyectos de investigacion.

Para informacién relacionada a la investigacion, se puede contactar a la investigadora
principal del estudio en el INMEGEN, la Dra. Maria Elizabeth Tejero Barrera en el tel.
53501900 ext. 1145.

9. RESTRICCIONES REGULATORIAS

Este estudio ha sido aprobado por la Comisién de Etica en Investigacion el 2 de Marzo de
1012.

El estudio se ha estructurado en concordancia con la Declaracion de Helsinki (Ultima
modificacion: Octubre 2008, www.conamed.gob.mx/prof_salud/pdf/helsinki.pdf), que se
ocupa de las recomendaciones que guian al personal de salud en las investigaciones
biomédicas con seres humanos de acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en
materia de Investigacion para la Salud (www.salud.gob.mx/unidades/cdi/legis/Igs/index-
t1.htm). Se le puede otorgar una copia si usted lo desea.

Una descripcion de este ensayo clinico estara disponible en http://www.ClinicalTrials.gov,
como lo requiere la Ley de EE.UU.. Este sitio Web no incluira informacién que le pueda
identificar. A lo sumo, el sitio web incluira un resumen de los resultados. Puede buscar en
este sitio web, en cualquier momento.

Nestlé ha contratado una aseguradora (Zurich Insurance Company) que cubre cualquier
dafo a la salud que tengan los participantes Unicamente como consecuencia de su
participacion en este estudio. Se le ha otorgado una copia del certificado de seguro a la
Comisién de Etica en Investigacion.

ANEXO A 76 Iniciales del sujeto:



FORMA DE CONSENTIMIENTO

Titulo del estudio: «kMecanismos genéticos y epigenéticos asociados a los beneficios
de la cocoa»

Numero del estudio: 11.21.NRC

Nombre de la investigadora:  Dra. Maria Elizabeth Tejero Barrera
Institucion: INMEGEN, México DF.
Participante

Apellidos:

Nombre (s):

Fecha de nacimiento:

Direccion:

En este documento yo confirmo que (favor de seleccionar en caso de ser verdadero)

O He leido el consentimiento informado de este estudio.

O Se me ha explicado la naturaleza, propésito, duracion, efecto y riesgos
relacionados con el estudio. Se me ha informado qué hacer durante el estudio.

O Todas mis preguntas relacionadas con el estudio han sido satisfactoriamente
contestadas.

O Estoy de acuerdo en participar en este estudio. Cooperaré con los investigadores y
los contactaré en caso de ser necesario.

O Entiendo que mi participacion en este estudio es voluntaria y que puedo rehusar a
participar en él. También entiendo que puede retirarme del estudio en cualquier
momento si asi lo deseo y que no habra consecuencias por esto.

O Comprendo que si durante el estudio se dispusiera de alguna informaciéon que
pudiera influir en mi voluntad de proseguir mi participacion, me seria revelada lo
antes posible.

O Estoy de acuerdo en que se revelaran los resultados del estudio, no obstante, mi
nombre y direccién seran siempre confidenciales.

O Estoy de acuerdo en que el material genético (ADN) que se obtenga de mi sangre
pueda ser almacenado y utilizado para otras investigaciones similares a esta.

O Entiendo que la cobertura del seguro médico que ampara esta investigacién cubre
Unicamente dafios a la salud asociados a mi participacién en este estudio.

O Estoy de acuerdo en que los investigadores principales conserven mis datos para
invitarme a participar en futuros proyectos de investigacion.
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Yo, he leido la hoja de informacion. Se
me ha explicado el procedimiento del estudio, he podido hacer preguntas al respecto, y he
comprendido el contenido del estudio.

Acepto voluntariamente participar en este estudio.

Fecha: Fecha:

Nombre y firma del participante Nombre y firma del testigo 1
Fecha:

Fecha:

Firma del investigador

Nombre y firma del testigo 2 principal
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HISTORIA CLINICA
Fecha: Codigo:
DATOS PERSONALES
Nombre:
Apellido paterno Apellido materno Nombre (s)
Edad: Sexo @ @ Fecha de Nacimiento:
Dias / Mes / Afio
Edo. Civil: Escolaridad:
Ocupacién: Nuamero telefénico:
Direccion:
E-mail:

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES

Por favor, indique si alguno de sus padres o hermanos han padecido estas enfermedades:

Obesidad Cardiopatias Hipertension Infarto
Diabetes 1 Diabetes 2 Hipercolesterolemia Hipertrigliceridemia ___
Cancer Alcoholismo Problemas de tiroides

Otro (especificar)

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

Por favor indique si usted ha padecido o padece cualquiera de los siguientes:

Obesidad Cardiopatias Hipertension Infarto
Diabetes 1 Diabetes 2 Hipercolesterolemia Hipertrigliceridemia ____
Cancer Alcoholismo Problemas de tiroides

Otro (especificar)
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PADECIMIENTOS ACTUALES

MEDICAMENTOS EN EL ULTIMO MES

MEDICAMENTO DOSIS TIEMPO

ALERGIAS O REACCIONES A MEDICAMENTOS

CIRUGIAS

ASPECTOS GINECOLOGICOS

Numero de embarazos: Fecha de la ultima menstruacion:
Dia / Mes / Afio
ESTILO DE VIDA
Tabaquismo
Nunca he fumado: Lo he dejado (Fecha):

Dia / Mes / Afio
Fumador ocasional (Numero de cigarros):

Semana Mes
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Fumador ocasional, nunca fumador diario: @
Fumador ocasional, antes fumador diario: @ Tiempo:

Meses

Fumador actual:

Numero de cigarros / dia: Numero de afios:

Alcohol
;Toma bebidas alcoholicas? @ Numero de bebidas:

Semana Mes

Toxicomanias

;Consume alguna droga? @ Especificar:

Alimentos
;Con qué frecuencia consume los siguientes alimentos o bebidas?

(Tazas de aprox. 240 ml)

ALIMENTO DIA SEMANA MES NUNCA
Café

Té (verde, negro o rojo)

Vino tinto

Chocolate amargo

Manzana

Pera

Otras frutas

Observaciones:
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COMPOSICION CORPORAL Y ANTROPOMETRIA DEL PACIENTE

Esta seccion debera de ser llenada unicamente por los investigadores.

Fecha: Codigo del paciente:
Antropometria
UNIDADES
OBSERVACIONES

Peso kg kg
Talla cm cm
IMC kg / kg /

m m
CC cm cm
Grasa % %
corporal
Masa grasa kg kg
Masa libre

k k
de grasa 8 8
Observaciones:

Persona que realizé la evaluacion:



GÁMEZ
Resaltado
Acento


Recordatorio de 24 horas

PROYECTO: Mecanismos genéticos y epigenéticos asociados a los beneficios de la cocoa

Cddigo de paciente: Fecha:
Entrevistador: Recordatorio del dia:
Hora:
Alimento/Bebida Preparacion Equivalente
o
C
>
>
a
(]
o
Hora:
Alimento/Bebida Preparacion Equivalente
©
B
€
o
(@]
Hora:
Alimento/Bebida Preparacion Equivalente
©
c
(O]
(@]
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CUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ACTIVIDAD FiSICA

Estamos interesados en saber acerca de la clase de actividad fisica que la gente hace
como parte de su vida diaria. Las preguntas se referiran acerca del tiempo que usted
utilizé siendo fisicamente activo(a) en los ultimos 7 dias. Por favor responda cada
pregunta aun si usted no se considera una persona activa. Por favor piense en aquellas
actividades que usted hace como parte del trabajo, en el jardin y en la casa, para ir de
un sitio a otro, y en su tiempo libre de descanso, ejercicio o deporte.

Piense acerca de todas aquellas actividades vigorosas y moderadas que usted
realizd en los ultimos 7 dias. Actividades vigorosas son las que requieren un esfuerzo
fisico fuerte y le hacen respirar mucho mas fuerte que lo normal. Actividades
moderadas son aquellas que requieren un esfuerzo fisico moderado y le hace respirar
algo mas fuerte que lo normal.

PARTE 1: ACTIVIDAD FIiSICA RELACIONADA CON EL TRABAJO

La primera seccién es relacionada con su trabajo. Esto incluye trabajos con salario,
agricola, trabajo voluntario, clases, y cualquier otra clase de trabajo no pago que usted
hizo fuera de su casa. No incluya trabajo no pago que usted hizo en su casa, tal como
limpiar la casa, trabajo en el jardin, mantenimiento general, y el cuidado de su familia.
Estas actividades seran preguntadas en la parte 3.

1. ¢ Tiene usted actualmente un trabajo o hace algun trabajo no pago fuera de su
casa?

Si

No =P Pase a la PARTE 2: TRANSPORTE

Las siguientes preguntas se refieren a todas las actividades fisicas que usted hizo en
los ultimos 7 dias como parte de su trabajo pago o no pago. Esto no incluye ir y venir
del trabajo.

2. Durante los ultimos 7 dias, ;Cuantos dias realizd usted actividades fisicas
vigorosas como levantar objetos pesados, excavar, construccion pesada, o
subir escaleras como parte de su trabajo? Piense solamente en esas
actividades que usted hizo por lo menos 10 minutos continuos.

dias por semana

Ninguna actividad fisica vigorosa relacionada con el trabajo o
Pase a la pregunta 4

No sabe/No esta seguro(a)
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¢Cuanto tiempo en total usualmente le toma realizar actividades fisicas
vigorosas en uno de esos dias que las realiza como parte de su trabajo?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

Nuevamente, piense solamente en esas actividades que usted hizo por lo menos
10 minutos continuos. Durante los ultimos 7 dias, ;Cuantos dias hizo Usted
actividades fisicas moderadas como cargar cosas ligeras como parte de su
trabajo? Por favor no incluya caminar.

dias por semana

No actividad fisica moderada relacionada con el trabajo —>
Pase a la pregunta 6

¢Cuanto tiempo en total usualmente le toma realizar actividades fisicas
moderadas en uno de esos dias que las realiza como parte de su trabajo?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

Durante los ultimos 7 dias, ;Cuantos dias caminé usted por lo menos 10
minutos continuos como parte de su trabajo? Por favor no incluya ninguna
caminata que usted hizo para desplazarse de o a su trabajo.

dias por semana

Ninguna caminata relacionada con trabajo -
Pase a la PARTE 2: TRANSPORTE

¢, Cuanto tiempo en total pasdé generalmente caminado en uno de esos dias
como parte de su trabajo?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)
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PARTE 2: ACTIVIDAD FiSICA RELACIONADA CON TRANSPORTE

Estas preguntas se refieren a la forma como usted se desplazé de un lugar a otro,
incluyendo lugares como el trabajo, las tiendas, el cine, entre otros.

8. Durante los ultimos 7 dias, Cuantos dias viajé usted en un vehiculo de
motor como un tren, bus, automavil, o tranvia?

dias por semana

No viajé en vehiculo de motor == Pase a la pregunta 10

9. Usualmente, ¢ Cuanto tiempo gasté usted en uno de esos dias viajando en un
tren, bus, automavil, tranvia u otra clase de vehiculo de motor?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

Ahora piense unicamente acerca de montar en bicicleta o caminatas que usted hizo
para desplazarse a o del trabajo, haciendo mandados, o para ir de un lugar a otro.

10. Durante los ultimos 7 dias, ;Cuantos dias monté usted en bicicleta por al
menos 10 minutos continuos para ir de un lugar a otro?

dias por semana

No monto en bicicleta de un sitio a otro — Pase a la pregunta 12

11.  Usualmente, ;Cuanto tiempo gastd usted en uno de esos dias montando en
bicicleta de un lugar a otro?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

ANEXO D 86 Iniciales del sujeto:



12. Durante los ultimos 7 dias, ¢Cuantos dias camind usted por al menos 10
minutos continuos para ir de un sitio a otro?

dias por semana

No caminatas de un sitio aotro ==  Pase a la PARTE 3: TRABAJO
DE LA CASA,
MANTENIMIENTO DE LA
CASA, Y CUIDADO DE LA
FAMILIA

13.  Usualmente, ¢ Cuanto tiempo gasté usted en uno de esos dias caminando de
un sitio a otro?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

ANEXO D 87 Iniciales del sujeto:



PARTE 3: TRABAJO DE LA CASA, MANTENIMIENTO DE LA CASA, Y
CUIDADO DE LA FAMILIA

Esta seccidn se refiere a algunas actividades fisicas que usted hizo en los ultimos 7
dias en y alrededor de su casa tal como como arreglo de la casa, jardineria, trabajo en
el césped, trabajo general de mantenimiento, y el cuidado de su familia.

14.

15.

16.

17.

Piense unicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por lo menos 10
minutos continuos. Durante los ultimos 7 dias, ;Cuantos dias hizo usted
actividades fisicas vigorosas tal como levantar objetos pesados, cortar madera,
palear nieve, o excavar en el jardin o patio?

dias por semana

Ninguna actvidad fisica vigorosa en el jardin o patio -
Pase a la pregunta 16

Usualmente, ¢Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo
actividades fisicas vigorosas en el jardin o patio?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

Nuevamente, piense unicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por
lo menos 10 minutos continuos. Durante los ultimos 7 dias, ;Cuantos dias hizo
usted actividades fisicas moderadas tal como cargar objetos livianos, barrer,
lavar ventanas, y rastrillar en el jardin o patio?

dias por semana

Ninguna actvidad fisica moderada en el jardin o patio —p
Pase a la pregunta 18

Usualmente, ¢Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo
actividades fisicas moderadas en el jardin o patio?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

ANEXO D 88 Iniciales del sujeto:



18. Una vez mas, piense unicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo
por lo menos 10 minutos continuos. Durante los ultimos 7 dias, s Cuantos dias
hizo usted actividades fisicas moderadas tal como cargar objetos livianos, lavar
ventanas, estregar pisos y barrer dentro de su casa?

dias por semana

Ninguna actvidad fisica moderada dentro de la casa
Pase a Ila PARTE 4:
ACTIVIDADES FiSICAS DE
RECREACION, DEPORTE Y
TIEMPO LIBRE

19. Usualmente, ;Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo
actividades fisicas moderadas dentro de su casa?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

ANEXO D 89 Iniciales del sujeto:



PARTE 4: ACTIVIDADES FiSICAS DE RECREACION, DEPORTE Y
TIEMPO LIBRE

Esta seccion se refiere a todas aquellas actividades fisicas que usted hizo en los
ultimos 7 dias unicamente por recreaciéon, deporte, ejercicio o placer. Por favor no
incluya ninguna de las actividades que ya haya mencionado.

20.

21.

22.

23.

Sin contar cualquier caminata que ya haya usted mencionado, durante los
ultimos 7 dias, ;Cuantos dias caminé usted por lo menos 10 minutos
continuos en su tiempo libre?

dias por semana

Ninguna caminata en tiempo libre > Pase a la pregunta 22

Usualmente, ¢ Cuanto tiempo gasté usted en uno de esos dias caminando en
su tiempo libre?

horas por dia

minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

Piense unicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por lo menos 10
minutos continuos. Durante los ultimos 7 dias, ;Cuantos dias hizo usted
actividades fisicas vigorosas tal como aerdbicos, correr, pedalear rapido en
bicicleta, o nadar rapido en su tiempo libre?

dias por semana

Ninguna actividad fisica vigorosa en tiempo libre —
Pase a la pregunta 24

Usualmente, ¢Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo
actividades fisicas vigorosas en su tiempo libre?

horas por dia

minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

ANEXO D 90 Iniciales del sujeto:



24. Nuevamente, piense Unicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por
lo menos 10 minutos continuos. Durante los ultimos 7 dias, ;Cuantos dias hizo
usted actividades fisicas moderadas tal como pedalear en bicicleta a paso
regular, nadar a paso regular, jugar dobles de tenis, en su tiempo libre?

dias por semana

Ninguna actvidad fisica moderada en tiempo libre —}
Pase a la PARTE 5: TIEMPO DEDICADO A ESTAR SENTADO(A)

25. Usualmente, ;Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo
actividades fisicas moderadas en su tiempo libre?
horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)
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PARTE 5: TIEMPO DEDICADO A ESTAR SENTADO(A)

Las ultimas preguntas se refieren al tiempo que usted permanence sentado(a) en el
trabajo, la casa, estudiando, y en su tiempo libre. Esto incluye tiempo sentado(a) en un
escritorio, visitando amigos(as), leyendo o permanecer sentado(a) o acostado(a)
mirando television. No incluya el tiempo que permanence sentado(a) en un vehiculo de
motor que ya haya mencionado anteriormente.

26. Durante los ultimos 7 dias, ;Cuanto tiempo permanecié sentado(a) en un dia
en la semana?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

27. Durante los ultimos 7 dias, ;Cuanto tiempo permanecié sentado(a) en un dia
del fin de semana?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

Este es el final del cuestionario, gracias por su participacion.

ANEXO D 92 Iniciales del sujeto:



Instituto Nacional de Salud Publica

Centro de Salud en Investigacion Poblacional

Cuestionario de Frecuencia de Consumo

Nombre del Paciente

Apellido Paterno Apellido Materno Nombre(s)

Nombre del Entrevistador

Nombre del Revisor

No. de identificacion del Paciente

Fecha I I I Y O
Dia Mes Afo

Edad del Paciente (en afios cumplidos)

Durante el afio previo a este dia ;Con qué frecuencia consumié usted productos lacteos?

Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencia, la opcion que considere mas cercana
a su realidad.

Encuestador: Por favor llene el circulo (no lo tache) y en la columna de la derecha el niUmero correspondiente
a la frecuencia de consumo reportada.

FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO MEN | vEC VECES A LA VECES AL

PRODUCTOS LACTEOS 0S ES SEMANA DIA

NUNCA| AL 1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 4-5 6
© | MES |

UN VASO DE LECHE
ENTERA

UNA REBANADA DE
2 | QUESO FRESCO O ¥
TAZA COTTAGE

UNA REBANADA DE
QUESO OAXACA

UNA REBANADA DE
4 | QUESO MANCHEGO O
CHIHUAHUA

UNA CUCHARADA DE
QUESO CREMA

UNA TAZA DE
6 | YOGURTHO
BULGAROS

UN BARQUILLO CON
HELADO DE LECHE

Q0 00 000
Q0 00 000
Q0 00 000
Q0 00 000
Q0 00 000
Q0 00 000
Q0 00 000
Q0 00 000
Q0 00 000

Durante el afio previo a este dia. ; Con qué frecuencia consumi6 usted frutas?
Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencias, la opcion que considere mas
cercana a su realidad, incluya las frutas que estuvieron disponibles s6lo en temporada.

1

LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

ALIMENTO

FRUTAS

UN PLATANO

UNA NARANJA

UN VASO CON JUGO
DE NARANJA O
TORONJA

UNA REBANADA DE
MELON

UNA MANZANA
FRESCA

UNA REBANADA DE
SANDIA

UNA REBANADA DE
PINA

UNA REBANADA DE
PAPAYA

UNA PERA
UN MANGO

UNA MANDARINA

UNA PORCION DE
FRESAS (+ 10)

UN DURAZNO
CHABACANO O
NECTARINA

UNA PORCION DE
UVAS (+ 10-15)

UNA TUNA

UNA PORCION DE
CIRUELAS (= 6)

UNA REBANADA DE
MAMEY

UN ZAPOTE

NUNCA
©)

QOO0 QOO0 0 00000 00 000

QOO0 QOO0 0 00000 00 000

QOO0 QOO0 0 00000 00 000

QOO0 QOO0 0 00000 00 000

VECES A LA

SEMANA

24
)

QOO0 QOO0 0 00000 00 000

QOO0 QOO0 0 00000 00 000

QOO0 QOO0 0 00000 00 000

VECES AL

QO0QO0 OO0 00 0000 00 000

DIA

QO0QO0 OO0 00 0000 00 000

FRECUENCIA DE CONSUMO

QO0QO0 OO0 00 0000 00 000

LI
LI
LI L
LI L
LI
LI L
LI L
LI
LI L
LI L
LI
LI
LI
LI L
LI L
LI
LI L

LI L



Durante el afio previo a este dia. ;Con qué frecuencia consumié usted huevos, carnes y
embutidos?
Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencias, la opcidbn que considere mas
cercana a su realidad.

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

ALIMENTO

HUVEO, CARNES Y
EMBUTIDOS

HUEVO DE GALLINA

UNA PIEZA DE POLLO

UNA REBANADA DE
JAMON

UN PLATO DE CARNE
DE RES

UN PLATO DE CARNE
DE CERDO

UNA PORCION DE
ATUN

UN PEDAZO DE
CHICHARRON

UNA SALCHICHA

UNA REBANADA DE
TOCINO

UN BISTECK DE
HIGADO O HIGADITOS
DE POLLO

UN TROZO DE
CHORIZO O
LONGANIZA

UN PLATO DE
PESCADO FRESCO
(mojarra, etc.)

UN PLATO DE
SARDINAS EN
JITOMATE

MEDIA TAZA DE
MARISCOS

UN PLATO DE
CARNITAS

UN PLATO DE
BARBACOA

NUNCA
©)

QOO0 0O000 0000 00 000
QOO0 0O000 0000 00 000
QOO0 0O000 0000 00 000
QOO0 0O000 0000 00 000
QOO0 0O000 0000 00 000
QOO0 0O000 0000 00 000
QOO0 0O000 0000 00 000
QOO0 0O000 0000 00 000
QOO0 0O000 0000 00 000
QOO0 0O000 0000 00 000

MEN
0S
DE

UNA

VEZ
AL

MES
(1)

VEC
ES

VECES A LA

SEMANA

VECES AL

DIA

FRECUENCIA DE CONSUMO

LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI



Durante el afio previo a este dia. ;Con qué frecuencia consumié usted verduras?
Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencias, la opcidbn que considere mas
cercana a su realidad.

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

ALIMENTO

VERDURAS

UN JITOMATE EN
SALSA O GUISADO

UN JITOMATE CRUDO
O EN ENSALADA

UNA PAPA O CAMOTE

MEDIA TAZA DE
ZANAHORIAS

UNA HOJA DE
LECHUGA

MEDIA TAZA DE
ESPINACAS U OTRA
VERDURA DE HOJA
VERDE

MEDIA TAZA DE
CALABACITAS O
CHAYOTES

MEDIA TAZA DE
NOPALITOS

UN PLATO DE SOPA
CREMA DE VERDURAS

MEDIO AGUACATE

MEDIA TAZA DE FLOR
DE CALABAZA

MEDIA TAZA DE
COLIFLOR

MEDIA TAZA DE
EJOTES

UNA CUCHARADITA DE
SALSA PICANTE O
CHILES CON SUS
ALIMENTOS

CHILES DE LATA

UN PLATILLO CON
CHILE SECO

UN ELOTE

NUNCA
©)

QOO0 00000000 00 00 000
QOO0 00000000 00 00 000
QOO0 00000000 00 00 000
QOO0 00000000 00 00 000
QOO0 00000000 00 00 000
QOO0 00000000 00 00 000
QOO0 00000000 00 00 000
QOO0 00000000 00 00 000
QOO0 00000000 00 00 000
QOO0 00000000 00 00 000

MEN

VEC
ES

VECES A LA

SEMANA

VECES AL
DIA

FRECUENCIA DE CONSUMO

LI
LI
LI

LI L
LI L

LI L

LI L
LI L
LI

LI
LI

LI
LI

LI

LI

LI
LI



Durante el afio previo a este dia. Con qué frecuencia consumi6 usted leguminosas?
Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencias, la opcidbn que considere mas

cercana a su realidad.

ALIMENTO

FRECUENCIA DE CONSUMO

MEN | VEC VECES A LA VECES AL
LEGUMINOSAS 0S ES SEMANA DIA
DE | AL
UNA | MES
VEZ
NUNCA| AL | 13 1 24 | 56 1 23 | 45 6
(0) MES () 3) 4) (5) (6) (7) (8) 9)
(1
UN PLATO DE
5 | FRIJOLES QOO [O0O1O0[O0O10[O010]10
o0 | hichaRos O1O1O0O10101010101010
o [smaeoes 1O 1O (OO ]0|0]0|0]0]0
62 |stcaa o OO OOOO[O[O[O[O
63 | LENTEIAS O OlOO[O1O01O0[O0O]1O01010O
GARBANZOS
FRECUENCIA DE CONSUMO
ALIMENTO MEN | VEC VECES ALA VECES AL
CEREALES 0s ES SEMANA DIA
DE | AL
UNA | MES
VEZ
NUNCA| AL | 13 1 24 | 56 1 2 45 6
(0) MES () 3) ) (5) (6) 7 (8) 9)
(1
64 'l\J/uIAZTORTILLA DE
65 TORTILLA DE TRIJO

UNA REBANADA DE
66 | PAN DE CAJA (TIPO
BIMBO)

UNA REBANADA DE
67 | PAN DE CAJA
INTEGRAL

68 | UN BOLILLO O TELERA

UNA PIEZA DE PAN

e DULCE

70 | UN PLATO DE ARROZ

7 | paSTA

72 | UN PLATO DE AVENA

CEREAL ALTO EN

74 FIBRA ;CUAL?

(TORTILLA DE HARINA)

UN PLATO DE SOPA DE

UN TAZON CEREAL DE
73 | CAJA (TIPO HOJUELAS
DE MAIZ) CUAL?

Q0 0000 00 0CQO0
Q0 0000 00 0CQO0
Q0 0000 00 0CQO0
Q0 0000 00 0CQO0
Q0 0000 00 0CQO0
Q0 0000 00 0CQO0

Q0 0000 00 0CQO0

Q0 0000 00 0CQO0
Q0 0000 00 0CQO0
Q0 0000 00 0CQO0

LI L
LI L
LI
LI
LI L

LI L
LI L
LI
LI L
LI L
LI L
LI L
LI
LI
LI L
LI



Durante el afio previo a este dia. 4 Con qué frecuencia consumi6 usted golosinas o postres?

Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencias, la opcidbn que considere mas
cercana a su realidad.

75

76

77

78

79

ALIMENTO

GOLOSINAS

UNA REBANADA DE
PASTEL

UNA CUCHARADITA DE

ATE,MIEL,MERMELADA,

CAJETA O LECHE
CONDENSADA

UNA CUCHARADITA DE
CHOCOLATE EN
POLVO

UNA TABLILLA DE
CHOCOLATE

UNA BOLSA DE
FRITURAS

NUNCA
)

Q0 0 Q 0O

MEN
0S
DE

UNA

VEZ
AL

MES
(1)

O
Q)
O

Q)
O

VEC
ES

Q0 0 Q 0O

VECES A LA
SEMANA

Q0 0 Q 0O

VECES AL
DIA

FRECUENCIA DE CONSUMO

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

ALIMENTO

BEBIDAS

UN REFRESCO DE
COLA MEDIANO

UN REFRESCO
GASEOSO DE SABOR

UN REFRESCO
DIETETICO

UN VASO CON AGUA
DE SABOR
AZUCARADA

UNA TAZA DE CAFE
SIN AZUCAR

UNA TAZA DE ATOLE
SIN LECHE

UNA TAZA DE ATOLE
CON LECHE

UNA CERVEZA

UNA COPA DE VINO DE
MESA

UNA BEBIDA CON RON,
BRANDY O TEQUILA

NUNCA
©)

O 0000 00 000

MEN
0S
DE

UNA

VEZ
AL

MES
(1)

O 0000 00 000

O 0000 00 000

O 0000 00 000

VECES A LA
SEMANA

O 0000 00 000
O 0000 00 000

S =

O 0000 00 000

VECES AL
DIA

O 0000 00 000
O 0000 00 000

FRECUENCIA DE CONSUMO

B

O 0000 00 000

LI L

LI

LI L

LI
LI

LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI



Durante el afio previo a este dia. ;Con qué frecuencia consumio usted grasas y qué tipo de aceite
utiliza para cocinar?
Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencias, la opcidbn que considere mas
cercana a su realidad.

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

ALIMENTO

VERDURAS

ACEITE DE MAIZ
ACEITE DE SOYA
ACEITE DE GIRASOL
ACEITE DE CARTAMO

ACEITE DE OLIVA

UNA CUCHARADITA DE
MARGARINA

UNA CUCHARADITA DE
MANTEQUILLA

UNA CUCHARADITA DE
CREMA

UNA CUCHARADITA DE
MAYONESA

UNA CUCHARADITA DE
MANTECA VEGETAL

UNA CUCHARADITA DE
MANTECA ANIMAL

NUNCA
)

0 0000 00 0QC0

MEN
0S
DE

UNA

VEZ
AL

MES
(1)

0 0000 00 0QC0

VEC
ES
AL

MES

—_

N
— W

0 0000 00 0QC0

0 0000 00 0QC0

VECES A LA

SEMANA

0 0000 00 0QC0

—
a
SION

0 0000 00 0QC0

0 0000 00 0QC0

VECES AL
DIA

3
=

0 0000 00 0QC0
0 0000 00 0QC0

FRECUENCIA DE CONSUMO

0 0000 00 0QC0

LI L
LI L
LI L
LI L
LI L
LI
LI
LI L
LI
LI
LI L



Durante el afo previo a este dia. ;Con qué frecuencia consumi6 usted de los antojitos mexicanos
que se enlistan a continuaciéon?
Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencias, la opcidbn que considere mas
cercana a su realidad.

FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO

ANTOJITOS

101

102

103

104

UN TACO AL PASTOR

UN SOPE O
QUESADILLA

UN PLATO CON
POZOLE

UN TAMAL

NUNCA
©)

O 000

MEN
0S
DE

UNA

VEZ
AL

MES

O 000 =

VEC
ES

O 000

VECES A LA
SEMANA

O 000

VECES AL
DIA

LI L
LI L
LI

LI

Por favor, indique cualquier otro alimento que usted consumi6 al menos una vez por semana y que
no encontr6 entre los alimentos anteriores, ademas de esta lista, al afio previo a este dia.

FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO

O 00 00 000 =-
O 00 00 00O -
O 00 00 00 0 =3
O 00 00 000 =-
O 00 00 00 0 =
O 00 00 00 0 =5
O 00 00 0 Q0 =-

VECES A LA
SEMANA
2-4

VECES AL
DIA

LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI



¢ Cuantas cucharaditas de azlcar le agrega usted a sus alimentos, a lo largo del dia? Tome en
cuenta lo que le pone al café, licuado, etc.
cucharaditas.

¢ Le agrega usted sal a sus alimentos antes de probarlos?
si No

¢, Se come usted el pellejo del pollo?
Si No

¢ Se come usted el gordito de la carne?
si__ No

¢ Cuantos meses del afo pasado consumi6 usted vitaminas?

0 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12

¢, Cudl o cuales?

¢ Cuantos meses del afio pasado consumié usted suplemento de calcio?

0 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12

¢, Cual o cuales?

¢ Considera usted que su alimentaciéon ha cambiado durante el Gltimo afo?

si No_ (Si, si ha cambiado, preguntar:)

¢ Porqué?

Observaciones




NATUREX#

Ultimate Botanical Benefits

Product Specification

Ref :
COCOAPURE™MS5 % EA148217
This specification sheet cancels and replaces all previous publications: November 18, 2010
* Description :
Extract obtained from cocoa nibs.
Botanical name :  Theobroma cacao L.
Extraction solvent : Ethanol 50 / Water 50
Extract ratio : 10 - 12 /1
* Composition :
Natural extract
* Specifications :
Sensory quality :
Aspect : Powder
Color: Dark red to red-violet
Flavor : Characteristic
Solubility : Partially soluble in water, soluble in alcohol
Analytical quality :
Total polyphenols content (by Folin-Ciocalteu as ) o
catechin) : 45-50 %
Total flavanols content (as catechin) : >20.0 %
Elza)v.an-S-ols content (as catechin, epicatechin, B1, >10.0 %
Theobromine content : >5.0 %
Loss on drying : <6 %
Particle size : 100 % through 40 mesh
pH (1% solution) : 20-5.0
Residual ethanol content : < 5,000 ppm
Heavy metals content : <20 ppm
Arsenic content : <3 ppm
Lead content : <3 ppm
Cadmium content : <1ppm
Mercury content : < 0.1 ppm
Pesticide residues : Complies with Eur. Ph. 2.8.13 current ed.*
Irradiation detection : Not irradiated (PPSL <700)
Microbiological quality :
Total plate count : < 10,000 cfu/g
Yeasts and molds : <100 cfulg
Enterobacteriaceae : <100 cfu/g*
E. coli: Negative /g*
Salmonella : Negative /25g*
*Control Plan, Analysis performed once a year.
* Packaging :
1/2
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NATUREX#

Ultimate Botanical Benefits

Product Specification

Ref :
COCOAPURE™SMS % EA148217

This specification sheet cancels and replaces all previous publications: November 18, 2010

Polyethylene bag +cardboard box: 25kg
® Storage conditions :

To be stored in a cool room, sheltered from light, moisture and oxygen.

* Shelf life :

24 months under the previously mentioned conditions and in its original packaging.
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METODOS DE LABORATORIO

Extraccion de Células Mononucleares de Sangre Periférica

Las CMSP se aislaron a partir de sangre total utilizando un Tubo de Preparacion Celular
(CPT) con Citrato de Sodio (BD Vacutainer). Todo el procedimiento se realiza a

temperatura ambiente.

(1). Etiquetar los tubos con el codigo del voluntario y almacenar a temperatura ambiente, si
los tubos estan en hielo corren el riesgo de romperse. (2). Extraer aproximadamente 6 ml de
sangre. (3). Centrifugar la muestra durante 30 minutos a 1500 RFC. (4). Aspirar
aproximadamente la mitad del plasma sin remover la capa celular de monocitos. Con una

pipeta Pasteur, recolectar las células mononucleares y transferir a un tubo conico estéril de

15 ml. (5). Lavado de las células: Aforar el tubo __
conico con PBS hasta alcanzar los 14 ml; mezclar por ' ' €— Plasma

inversion. Centrifugar durante 15 minutos a 400 (¥ — _
&€& Células mononucleares

RFC; aspirar tanto sobrenadante como sea posible sin & € Gradiente de densidad

llegar a remover el pellet de células. Afadir €—Barrera de gel

nuevamente PBS hasta alcanzar un volumen de 10 ml

y mezclar por inversion. Centrifugar durante 10

. . €— Eritrocitos
minutos a 300 RFC; aspirar tanto sobrenadante como

sea posible sin remover el pellet. (6). Resuspender el

pellet en 1 ml de trizol y congelar a -80° C.

Extraccion de ARN

El ARN total se extrajo de CMSP por el método de Trizol. Todo el procedimiento se realiza
en frio (2-6° C).
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(1). Incubar la muestra en trizol durante 5 minutos. (2).
Agregar 0.2 ml de cloroformo por cada ml de trizol
utilizado en el paso anterior. Agitar vigorosamente GmFaie ditoss
durante 15 segundos e incubar durante 3 minutos. 144 ﬁﬂ; «—Trizol

Centrifugar a 12,000 RFC durante 15 minutos. (3). Se

apreciaran tres fases en el tubo, la fase acuosa es
transferida a un tubo estéril de 1.5 ml. El resto del material se desecha en recipientes
especificos para desechos con trizol. (4). Agregar al tubo que contiene la fase acuosa 0.5 ml
de isopropanol y dejar precipitando a -20° C durante toda la noche. (5). Centrifugar a
12,000 RFC durante 10 min a 4° C. Aspirar el sobrenadante (6). Lavar el pellet con 1 ml de
etanol al 75%. Centrifugar a 7,500 RFC durante 5 minutos y aspirar el sobrenadante. (7).
Repetir el paso 6. (8). Lavar el pellet por tercera vez con etanol absoluto. Centrifugar a no
mas de 7.500 RFC durante 5 minutos a 4° C. (9). Extraer la mayor cantidad de etanol
posible sin violentar el pellet. Dejar secar por 1 minuto a temperatura ambiente. (10).
Resuspender el pellet en 40 ul de agua libre de RNasas. (11). Cuantificar la concentracién

de RNA por espectofotometria (NanoDrop — 1000).

Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA a partir de RNA se hizo usando el kit First Strand cDNA Synthesis de

Fermentas.

(1). En un tubo estéril agregar 500 pg de RNA; 1 ul de random primer; agua libre de
RNasas hasta llegar a un volumen de 11 pl. (2). Agregar 4ul de Reaction Buffer, 1 ul de
RiboLock RNase Inhibitor, 2 pul de ANTP y 2 ul de M-MuLV Reverse Transcripatase. El
volumen del tubo una vez agregados todos los componentes debera de ser de 20 ul. (3).
Mezclar por pipeteo y centrifugar para precipitar el contenido del tubo. (4). La reaccioén
termina sometiendo las muestras a las siguientes tiempos y temperaturas: 5 minutos a 25°

C, 60 minutos a 37° C y 5 minutos a 70° C. Las muestras son almacenadas a -80° C.
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RT- PCR en tiempo real:

Se utiliz6 PCR en tiempo real para medir la expresion de SOD2 con la plataforma VIIA7

Real-Time PCR system (Applied Biosystems).

(1). En un tubo estéril se agregan los siguientes reactivos por reaccion: 4.5 pl de Gene
Expression Master Mix; 0.5 ul de sonda; 0.5 pl de cDNA; 4.5 ul de agua libre de RNasas.
Toda reaccion se debe realizar por duplicado, tanto para el gen experimental como el
endogeno. (2). Colocar la mezcla en la placa y cubrir con una filme 6ptico. (3) Centrifugar
brevemente. (4) Colocar en el VIIA7 y correr la placa. (5). Analizar los resultados

mediante el método de cuantificacion relativa (2-AACT).
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CONCEPTUALIZACION Y OPERACIONALIZACION

Edad

Es el término que se utiliza para hacer mencién al tiempo que ha vivido un ser vivo.
Esta variable estd incluida en el estudio con la finalidad de describir a la poblacion de

estudio.

Definicion operacional: Afios cumplidos hasta el momento del estudio.

Tipo de variable: Cuantitativa discreta

Sexo

Caracteristicas bioldgicas que definen a un ser humano como hombre o mujer. Variable

incluida en el estudio con la finalidad de describir a la poblacion de estudio.

Definicidn operacional: Masculino o femenino.

Tipo de variable: Categorica dicotomica

Grado de tabaquismo

El tabaquismo es un sindrome asociado a la adiccion que produce la nicotina. Esta es
una droga que genera dependencia fisica, psicoldgica y social, lo cual puede provocar
un dafio multisistémico progresivo como: cancer de pulmon, faringe, boca, esdfago,
estbmago y cerebro, ansiedad y depresion, entre otros. La cantidad de sustancias
reactivas al oxigeno producidas en el organismo en respuesta del consumo de tabaco
tienen serias repercusiones en el epitelio aerodigestivo, estd ampliamente documentado
que el habito tabaquico se asocia con la disminucion en la expresion de genes
silenciados por mecanismos epigenéticos. Es importante evaluar si la intensidad del
habito tabaquico influye de manera proporcional en la metilacion y expresion del gen

SOD?2 en la mucosa de la boca.

Operacionalizaciéon: Frecuencia en el consumo de tabaco, (Carlos Rodriguez A, 2008)

con un consumo minimo de 5 cigarros a la semana en el ultimo afio.
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Consumo de tabaco Hombres Mujeres Niamero Total

Fumador actual

- Fumador diario

- Fumador ocasional

Fumador ocasional, antes fumador diario

Fumador ocasional, nunca fumador diario

Tipo de variable: Ordinal

Indice de masa corporal

Es el cociente que hay entre el peso y la talla de un individuo, este indice se utiliza para
identificar la existencia de desnutricidon, peso normal, sobrepeso y obesidad en adultos.
El IMC constituye la medida (poblacional) mas utilizada pues en su calculo no se
discrimina de acuerdo al sexo o de la edad en la poblacion adulta. No obstante, debe
considerarse como una guia aproximativa, pues puede no corresponder al mismo grado

de gordura en diferentes individuos. (Organizacion Mundial de la Salud, 2006)

Definicion operacional: Peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la talla en

metros (kg/m?)

- Bajo peso: < 18.5 kg/m*

- Peso normal: 18.5-24.9 kg/m’
- Sobrepeso: > 25 kg/m?

- Obeso: > 30 kg/m?

Tipo de variable: Categoérica ordinal

Dieta

Conjunto de alimentos y platillos que se consumen cada dia, y constituye la unidad de la
alimentacion. Una dieta correcta debe de cumplir con las siguientes caracteristicas: ser
completa, equilibrada, inocua, suficiente, variada y adecuada. (Secretaria de Salud,

2005) Diferentes estudios epidemioldgicos han evidenciado que componentes de la
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alimentacion como son las vitaminas antioxidantes y el consumo de polifenoles
disminuyen el riesgo a diferentes enfermedades, por ejemplo, enfermedades
cardiovasculares y cancer. A su vez, estudios experimentales han demostrado que
ciertos fitoquimicos consumidos de manera habitual pueden llegar a modular la

expresion de genes por medio de mecanismos epigenéticos en el epitelio de fumadores.

Definicion operacional: Frecuencia en el consumo de alimentos.

v" Consumo habitual de polifenoles

* Elevado: Ingestiéon diaria igual o mayor a la media de consumo de la
muestra.

* Bajo: Ingestion diaria menor a la media de consumo de la muestra.

v" Consumo de catequina

* Elevado: Ingestiéon diaria igual o mayor a la media de consumo de la

muestra.
* Bajo: Ingestion diaria menor a la media de consumo de la muestra.
v" Consumo de vitaminas antioxidantes

* Elevado: Ingestion diaria igual o mayor a la media de consumo de la

muestra.
* Bajo: Ingestion diaria menor a la media de consumo de la muestra.
v Cantidad de calorias consumidas (kcal/d)

Tipo de variable: Categoérica

Consumo de polifenoles de un suplemento de cocoa

Las cocoa esta hecha a base de polvo de cacao molido, al cual se le retird la manteca de
cacao. Los endulzantes, especialmente azlcares, son particularmente importantes como
constituyentes de la cocoa, esto se debe al amargo sabor del producto y a que aumenta
la solubilidad y dispersabilidad de la mezcla. Aunque el contenido de polifenoles del

polvo de cocoa es alto, el tratamiento de fermentacion y tostado que se le da al grano de
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cacao como parte del procesamiento comercial, provoca la pérdida de componentes
naturales y el contenido de antioxidantes disminuye. Los principales compuestos
polifendlicos del cacao y sus derivados son los flavonoides, con tres clases de elementos
caracteristicos, catequina, epicatequina y procianidinas. Una bebida contiene hasta el
10% de flavanoides en base a su peso seco. (Belscak-Cvitanovic, 2010; Chun, 2007) El

polvo seco de cocoa se consume generalmente con agua o leche.

Definicion operacional: Consumo de un suplemento con alto contenido en cocoa y

placebo.

- Suplemento de cocoa: CocoaPure al 45% con 449 mg/g polifenoles.

- Placebo: Maltodextrina

Tipo de variable: Categoérica dicotomica

Cambio en la expresion y porcentaje de metilacion del gen SOD2

La expresion del gen es el proceso por el que las células convierten secuencias de
informacion de ADN en ARNm, para después decodificar la informacién de ARNm a la

secuencia de aminoacidos de una proteina.

El gen mitrocondrial superoxido dismutasa (SOD2) es un gen de copia Unica con cinco
axones y cuatro intrones, se localiza en el cromosoma 6q25.3 y codifica para la enzima
antioxidante MnSOD que protege las células del dafio oxidativo. Esta enzima representa
la mayor defensa intracelular en contra de los radicales libres superéxido (O) que son
altamente reactivos y dafiinos para las estructuras celulares, convirtiéndolos a H,O, que

finalmente es convertido a agua por la catalasa y la glutatién peroxidasa.

Influencia hereditaria pero también regulacion epigenética son mecanismos propuestos
para la expresion del gen MnSOD. El papel que juegan factores ambientales como la
nutricion y el tabaquismo sobre la regulacion de la expresion del gen MnSOD
correlacionan con la desmetilacion de las islas CpG en la region promotora del gen

SOD?2. (Sociedad Espafiola de Dietética y Ciencias de la Alimentacion, 2011)
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v' Cambio en la expresion del gen SOD2

La regulacion de la expresion de genes es un proceso complicado, los perfiles de
expresion pueden permanecer estables durante varios ciclos celulares, incluso
pueden mantenerse a través de generaciones, para después ser reprogramados en
puntos precisos del desarrollo o en respuesta a multiples factores. Estimulos
externos que modulan el perfil de expresion de un gen son por ejemplo, la dieta,

el ejercicio y la exposicion del organismo a sustancias dafiinas como el tabaco.

Definicion operacional: Diferencia en la cuantificacion de la expresion del gen

SOD2 por medio de PT-PCR de tiempo real con respecto a sus controles

internos.

- Si: Aumento > al 10% en el numero de copias de ARN del gen SOD2
- No: Aumento < al 10% en el nimero de copias de ARN del gen

SOD2.

Tipo de variable: Cuantitativa continua.

Cambio en la actividad antioxidante del plasma

La capacidad antioxidante del plasma se refiere al potencial para “atrapar” radicales
libres con el propdsito de evitar que éstos interactien con moléculas biologicas
fundamentales. Los responsables de esta capacidad son los compuestos antioxidantes
presentes en el plasma. La calidad del antioxidante depende de su capacidad y afinidad
para “atrapar” radicales libres. La capacidad se refiere al niumero de radicales libres
inactivados por molécula de antioxidante y la afinidad se refiere a la rapidez con que un

antioxidante inactiva a un radical.

Determinar la capacidad antioxidante del plasma es un excelente pardmetro para evaluar
nuestro estado de defensa antioxidante, ya que representa o refleja el potencial de
respuesta que tiene el organismo frente al ataque de los radicales libres. No existe un
método Unico para evaluar la capacidad antioxidante de mezclas complejas, y los
valores de medicion obtenidos para una muestra dependen del indice utilizado para

evaluarla.
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Definicion operacional: Diferencia entre la actividad antioxidante en plasma en estado

basal y posterior a la intervenciéon medido por el método de TBARS (valores de corte

aun por definir)

Tipo de variable: Cuantitativa continua
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PUNTOS DE
INTERES:

® Todas las muestras y
datos personales seran
manejados con estric-
ta confidencialidad.

® El estudio se llevara a
cabo bajo dosis segu-
ras de administracion.

3 indice de masa corporal:
Peso (kg) / Talla (m?)

Del cacao a la cocoa

INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA

Efecto del consumo de COCOA en la SALUD

La cocoa proviene del cacao, que
es un arbol originario de México y
Centroamérica. En sus inicios, el
cacao era consumido por las cul-
turas mesoamericanos, quienes lo
llamaban “bebida de los dioses” y
le daban un uso medicinal y vigori-

zante.

La cocoa es la parte no grasa del
cacao. Se sabe que este producto
contiene sustancias activas BENE-
FICAS PARA EL ORGANISMO
llamadas polifenoles. El consumo
de polifenoles esta asociado a la
prevencion de enfermedades cro-
nicas, cardiovasculares, procesos
inflamatorios y capacidad antioxi-
dante.

Este proyecto pretende estu-
diar qué beneficios confiere a
la salud el consumo de polife-
noles de la cocoa.

{QUIENES PUEDEN
PARTICIPAR?

= Personas sanas de entre 18y
40 anos de edad.

= Con un indice de masa cor-
poral® de 18.5 a 30 kg/m?

= Con actividad fisica sedenta-
ria o moderada.

= Que no hayan consumido
medicamentos ni multivitamini-

cos en el ultimo mes.

= No embarazadas o en perio-
do de lactancia.

=Aquellos que den su consenti-
miento.

cEn qué consiste el estudio?

El estudio consiste en:

- Tres visitas a la Clinica de Nutricion
- Consumo de un concentrado de
cocoa o placebo.

- Toma de muestras de sangre en
ayuno.

- Proporcionar informacion referente
a su historia clinica, frecuencia de
consumo de alimentos, actividad

fisica.

- Toma de medidas antropométricas
(peso, talla, cintura)

- Analisis de composicion corporal
(InBody).

Para mas informacioén, contacte con:
LN Paloma K. Barrera, LN Luz M. Verastegui Tena
Laboratorio de Nutrigenémica y Nutrigenética, INMEGEN

Tel: 55501900 ext. 1947 o 53501974

i BENEFICIOS RECIBIDOS!

Evaluacion nutricia gratuita durante el estudio.

Examen de laboratorio de perfil de lipidos y
glucosa gratuitos.

Estudio de composicion corporal por impe-
dancia bioeléctrica (InBody)

Orientacion alimentaria de acuerdo a los resul-
tados del estudio.

e-mail: cocoa@inmegen.gob.mx
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