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RESUMEN

Introduccion: El consumo de polifenoles de cocoa, principalmente el monémero (-)-epicatequina,
se ha asociado a efectos positivos en la salud. Resultados de estudios in vitro y en modelos animales
sugieren que los polifenoles de cocoa son capaces de modular la expresion de genes asociados a
vias de regulacion antioxidante e inflamacién. Sin embargo, su efecto sobre el cambio en el nivel de
expresion de células mononuclerares de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas en inglés) de in-
dividuos sanos, aun no se ha evaluado.

Objetivo: Evaluar el efecto del consumo de un concentrado de cocoa de alto contenido en polifeno-
les sobre el cambio en la transcripcion de PBMCs, y analizar los metabolitos de (-)-epicatequina en
plasma, lo cual puede estar relacionado al cambio en la respuesta antioxidante del plasma de indivi-
duos aparentemente sanos.

Métodos: Ensayo clinico cruzado para la fase aguda (dosis Unica) y paralelo para la fase crénica
(cuatro semanas), aleatorizado, cegado, con grupo control, en individuos aparentemente sanos que
consumieron un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles y maltodextrinas como tra-
tamiento control. Las mediciones de metabolitos de (-)-epicatequina, la capacidad antioxidante del
plasma y la expresion de superoxido dismutasa dependiente de manganeso (SOD?2) se realizaron en
condiciones de ayuno y 2 horas después del consumo de los tratamientos. EI cambio en el transcrip-
cion de PBMCs posterior al consumo de una dosis Unica de los tratamientos, se evalué por micro-
arreglos en un submuestra de individuos. El andlisis de vias se realizo utilizando el programa Inge-
nuity Pathway Analysis (IPA).

Resultados: Veinte voluntarios (9 mujeres) se incluyeron en el estudio. Un aumento en la concen-
tracion de metabolitos de (-)-epicatequina posterior al consumo de cocoa se identifico en todos los
participantes sin asociarse a cambios en la capacidad antioxidante del plasma. La expresion de
SOD2 aumentd posterior al consumo agudo y crénico de cocoa. La respuesta transcripcional en
PBMCs fue diferente entre tratamientos; el consumo de cocoa modificd la expresion de 98 genes
mientras que el consumo del control modifico la expresién de Unicamente 18. Los genes diferen-
cialmente expresados posterior al consumo de cocoa incluyeron citocinas inflamatorias y otras mo-
léculas involucradas en el balance redox. El anélisis del redes identificd funciones anotadas como
disminucion de la produccion de especies reactivas de oxigeno (p=9.58E-04), disminucion de la
activacion de leucocitos (p= 4E-03), y movilizacion de calcio (p=2.51E-05).

Conclusién: No se encontrd asociacion entre los metabolitos de (-)-epicatequina y la capacidad an-
tioxidante del plasma. Los cambios en la expresion de genes en PBMCs sugieren efectos antiinfla-

matorios y antioxidantes posterior al consumo de cocoa.
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1. INTRODUCCION

Los polifenoles son moléculas que participan en la defensa contra radiacion ultravioleta y agresion
por patégenos. En humanos, el consumo de polifenoles a mostrado efectos en hipertension,
dislipidemias, inflamacion, resistencia a la insulina, reactividad vascular y otras patologias
asociadas a estrés. Los efectos a la salud que confieren los polifenoles de cocoa se han
documentado en diversos estudios epidemioldgicos y experimentales, su capacidad para proteger
constituyentes celulares en contra del dafio oxidativo a través de la captacion de radicales libres, ha
sido el mecanismo de accion mas estudiado en modelos animales e in vitro. Sin embargo,
investigaciones recientes han cuestionado la plausibilidad de este mecanismo en humanos, la baja
biodisponibilidad de los polifenoles y su amplia conjugacion en el tracto grastrointestinal, hacen
poco probable que estas moléculas actlen como antioxidantes directos en plasma. La hipétesis de
un mecanismo de accion fundamentado en la modulacién de la expresion de genes asociados a vias
de regulacion antioxidante ha comenzado a ser aceptada. Probablemente, los polifenoles conjugados
sean capaces de interactuar con receptores de membrana y otros componentes de la superficie
celular que participan en la transduccion de sefiales y subsecuente modulacion del estado redox del

organismo.

Hallazgos de estudios in vitro y en modelos animales han demostrado que los polifenoles de cocoa
modulan la concentracion de calcio intracelular y previenen la oxidacion al inhibir la expresion de
moléculas que median la respuesta inflamatoria, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa),
factor de transcripcion nuclear kappa-B (NF-kB), y citocinas proinflamatorias. Efectos similares se
observan en estudios ex vivo y en modelos animales, en los que se reporta la disminucion en la
expresion de biomarcadores de disfuncion endotelial e inflamacion cémo moléculas de adhesion
(VCAM). La extrapolacion de estos resultados al modelo humano es compleja debido a: 1) el uso
de dosis que exceden las logradas a través de la dieta, 2) la estimulacion con polifenoles en su
forma nativa, los cudles no se encuentran en plasma humano, 3) la ausencia de metabolitos
conjugados, que son las moléculas bioactivas en la cocoa, y 4) el perfil de metabolitos conjugados
no es equivalente entre especies, ninguno de los metabolitos de mayor abundancia en humanos se
identifico en ratas y Unicamente dos se identificaron en ratones pero en menor concentracion. Las
diferencias en el grupo (glucurénido, sulfato y metilo) y posicion de conjugacién (3’ y 4°) de los

metabolitos, puede significar diferencias en el tipo de proteinas con las que interacttan, por lo tanto,
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es factible suponer que diferentes metabolitos podrian ejercer diferentes efectos biologicos y que los
metabolitos presentes en plasma de roedores, no tienen los mismos efectos que los presentes en

plasma humano.

El efecto que tiene el consumo de polifenoles de cocoa sobre cambio transcripcional en PBMCs de
humanos, no se ha evaluado. Sin embargo, los hallazgos de estudios con intervenciones similares
concuerdan con lo previamente reportado en modelos animales e in vitro estimulados con
polifenoles de cocoa. Por ello, el presente estudio busca evaluar el efecto que tiene el consumo de
un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles, sobre el cambio en la expresion de genes

asociados a vias de regulacion antioxidante en PBMCs de humanos aparentemente sanos.
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2. MARCO TEORICO

Los polifenoles son moléculas muy abundantes en la naturaleza, confieren el sabor amargo,
astringencia, color, olor y estabilidad oxidativa a las plantas. Las principales fuentes dietéticas de
los polifenoles son frutas y bebidas como el jugo, café, vino tinto y cocoa, aunque las verduras y
cereales también contribuyen a consumo de polifenoles [1]. Existen mas de 8000 moléculas

identificadas como polifenoles y su ingestion se estima en hasta 1 g/dia, que es ~10 veces mas que

el consumo de vitamina C y ~100 veces mas qué el de vitamina E y carotenoides [2].

2.1 POLIFENOLES

Los polifenoles se clasifican en acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos y lignanos dependiendo
del nimero de anillos fenol y el tipo de elementos estructurales que une estos anillos [3]. Los
flavonoides son el grupo mas abundante de polifenoles y su consumo se estima en 428+49 mg/dia
[4]. Los flavonoides tienen una estructura quimica constituida por un esqueleto de 15 carbonos
configurados en dos anillos fenol (A y B), unidos por tres carbonos que forman un heterociclo
oxigenado (anillo C). Esta estructura puede ser abreviada como C6-C3-C6. La actividad bioldgica
de los flavonoides varia de acuerdo al nimero de modificaciones y grupos funcionales en el anillo
C, sub-dividiéndolos a su vez, en flavonoles, flavones, flavanoles, flavanones, antocianinias e
isoflavonas (Figura 1). La unién de dos o mas flavanoles entre el C4 y el C8 da origen a las
procianidinas, también conocidas como taninos condensados. Las chalconas no se consideran
flavonoides pero intervienen en su biosintesis [5]. Los flavanoles son los polifenoles mas

abundantes en la cocoa.

Los flavanoles son los flavonoides que mejor se absorben porque son los Unicos que no estan
unidos a azucares, los flavonoides glucésidos se absorben mas facilmente después de transformarse
en aglicon [6]. Otra diferencia entre flavanoles y el resto de flavonoides, es que los flavanoles no
tienen doble enlace entre C2 y C3, tampoco tienen grupo carbonil en el C4 del anillo C. Estas
caracteristicas, aunado a la hidroxilacion del C3, permite a los flavanoles tener dos centros quirales
en la molécula (C2 y C3) y cuatro posibles diasteroisdomeros (Figura 2). La configuracion trans, da
origen al mondmero catequina y a los estereoisomeros [(+)-catequina, (-)-catequina], de la
configuracién cis, se origina el mondémero epicatequina y los estereoisomeros [(+)-epicatequina,
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(-)-epicatequina]. Los isémeros mas abundantes en los alimentos son (+)-catequina y (-)-
epicatequina [5]. De ellos, (-)-epicatequina es el isbmeroo mas estudiado pues se le atribuyen la

mayor cantidad de efectos bioldgicos.

OH OH
\_OH L._OH

R HO. -~ 0O

“OR, OH
OH OH
(+)-Catechin: Ry=R; = H;
(+)-Catechin gallate: R = gallyl, R, = H;
{+)-Gallocatechin: Ry = H, R, = OH; HO o
(+)-Gallocatechin gallate: R = gallyl, Ry = OH:

OH
\_OH

OH

OH OH
~._-OH OH
HO. = O Ao g, HO. . 0
OR;, 7 OH
OH  (.)-Epicatechin: Ry = Ry = H; OH
(-)-Epicatechin gallate: Ry = gallyl, Ry = H;
(-)-Epigallocatechin: Ry = H, R; = OH; Procyanidins: n > 0;

(-)-Epiallocatechin gallate: R) = gallyl, R, = OH;  Oligomeric procyanidins: n = 0-7

Figura 2: Estructura quimica de flavanoles

2.2 POLIFENOLES DE COCOA

Los polifenoles més abundantes en la cocoa son los flavanoles, también contiene procianidinas y
antiocianinas aunque en menor proporcion [7]. Los flavanoles se encuentran en la cascara de uvas,
manzanas, moras Yy té verde. El alimento que mayor concentracion de flavanoles tiene con base a

peso seco, es la cocoa [8].

2.2.1 ;{Qué es la cocoa?

La cocoa es un derivado del cacao (Theobroma Cacao), arbol originario de México y
Centroamérica. El procesamiento del cacao da origen a dos productos principales; la cocoa que es la
fraccion hidrosoluble, y la manteca de cacao que es la fraccién liposoluble. La variedad del arbol
(criollo, forastero o trinitario) determina el tamafio de fruto (cacao), su sabor y contenido de
polifenoles [9]. Las culturas meso-Americanas consumian el extracto del cacao en agua y la
Ilamaban “bebida de los Dioses”, se le consideraba un alimento méagico y mistico al que se le
atribuian funciones curativas [10, 11]. Después de la Conquista, el cacao fue exportado a Europa

para su industrializacion y comercializacion [10].

12 de 86



El cacao tiene apariencia de mazorca, la parte externa es fibrosa y recubre las semillas encontradas
en el interior (Figura 3). Para la obtencion de cocoa, es necesario someter las semillas a un proceso
de fermentacion enzimatica que mejora las caracteristicas organolépticas. Una vez fermentadas, las

semillas se secan por exposicion al sol o calor, se descascaran, se tuestan y se trituran para producir

Sub-clase de Estructura Ejemplo de Fuente
flavonoides esquematica flavanoide dietética
® Quercitin, Cebola, kale,
Flavonol " galangina, fisetina, brdcoli, manzana,
Ho PP . . ,
® miricetina vino, té, moras.
"
on
& Apigeina, —_
®; P9 . Frutas citricas,
Flavona luteonina, 3 ;
wo . perejil, tomillo
i * tangeritina
L1
. ; g
Naringenina, .
Flavanona = gen Frutas citricas
® esperetina
on
,
"y .
Catequina, Cocoa, manzanas,
Flavanol * . : . :
epicatequina te, vino tinto
on
ou
X Cianidina, ;
- on e Guindas, moras,
Antocianina pelargonidina,
- " B uvas.
mavidina
on
on
=0 Danidzeina,
Isoflavona L Soya, legumbres
genisteina.
Ry
0.
Procianidina (I,J\O . .
{dimeros: oligormeras ° Epicatequina-(4p Manzanas, uva,
Y - 8) cocoa
y polimeros) 4
oM
0.
o
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”
flavanoide) floridzina

o

Figura 1: Clasificacion de flavonoides
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el licor de cacao [12]. El licor de cacao contiene fracciones liposolubles e hidrosolubles. Los
polifenoles del cacao se encuentran en la fraccion hidrosoluble o cocoa, que es un polvo de color
rojo oscuro. Aunado a los polifenoles, la cocoa contiene proteinas, hidratos de carbono, nutrimentos
inorganicos (Fe, Mg, K, Py Cu) y otros componentes
bioactivos como teobromina y cafeina [7]. El
procesamiento de las semillas del cacao disminuye la
concentracion de polifenoles hasta un 14% [9]. La
mezcla de cocoa, manteca de cacao y otros
componentes cémo azlcar y leche, da origen al

chocolate. Mientras mayor sea la proporcion de cocoa

en el chocolate, mayor sera su contenido de

Figura 3: Fruto del cacao

polifenoles (Tabla 1).

Tabla 1: Contenido de polifenoles y capacidad antioxidante de productos de cocoa comercialmente disponibles.

Tipo de N %SCNG o ORAC Polifenoles  Epicatequina Catequina
producto (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 4 475(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)
Chocolate con leche 3 6.2 (1.2) 32.6(4.0) 62.0(17.6) 4.4(1.1) 0.099 (0.067) 0.043(0.038)
Suero de chocolate 3 6.2 (1.3) 0.9(0.3) 63.4 (4.9) 4.2 (0.6) 0.074 (0.046) 0.042 (0.015)

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

2.2.2 Consumo

El consumo habitual de flavanoles varia por regién geografica. En Europa, la media de consumo se
ha estimado en 75.12 mg/d por adulto, de los cuales 24+2 mg/d son epicatequina. EI consumo de
flavanoles es mas alto en los paises del centro de Europa (99.5 mg/d; Irlanda, UK, Alemania y
Paises Bajos) que en los paises del sur (35.2 mg/d; Republica Checa, Italia y Espafa). Las

principales fuentes de consumo de flavanoles en Europa son el té (62%), frutas (10.5%), las moras
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(3.4%) vy los derivados de cocoa (3.1%) [13]. En México, el consumo de flavanoles en mujeres

adultas estimado a través de un cuestionario semi-cuantitativo fue de 10 mg/d [14].

2.2.3 Biodisponibilidad

Los efectos biologicos de los polifenoles de cocoa dependen de su biodisponibilidad. Los
polifenoles de menor tamafio se absorben en intestino delgado, llegan a higado via vena porta y son
expulsado a circulacion sistémica como metabolitos de (-)-epicatequina relacionados
estructuralmente. Los polifenoles de mayor tamafio (trimeros a decameros), contintan su paso por
el tracto digestivo y llegan a intestino grueso, en donde interactdan con la microbiota colonica y se
conjugan con y-valerolactona, acido y-hidroxivalérico y derivados de acidos hipuarico y fendlico,
para ser reabsorbidos a circulacion sistémica via entero-hepética como metabolitos con fision de
anillo de 5 carbonos (5C-RFM, por sus siglas en inglés) (Figura 4 y 5). La interaccion de los
polifenoles con la microbiota aumenta la abundancia de bifidobacterias y lactobacilos, mientras que
disminuye la cantidad de clostridium, lo cuél sugiere un efecto prebidtico [15]. La conjugacién de
los flavanoles aumenta su polaridad, modifica su funcion bioldgica y facilita su eliminacién via
renal. Del total de (-)-epicatequina consumida via oral, el 82 £ 5% se recupera en orina 48 horas

después de su consumo y el 95 + 1% se recupera en orina y heces [16].
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Unicamente el 20+2% de la (-)-epicatequina consumida via oral se absorbe en intestino delgado y
es transportada a higado via porta (Figura 4). EI metabolismo de la (-)-epicatequina se realiza en
células intestinales y hepaticas a través de enzimas de fase Il (UDP glucuronil transferasa,
sulfotransferas y metiltransferasas). Una vez metabolizada, la (-)-epicatequina sale del higado a
circulacion sistémica como metabolitos conjugados con grupos glucurénido, sulfato y metil. Estos
cambios estructurales disminuyen la probabilidad de que los metabolitos sean reabsorbidos al
interior de otras células. Por ende, se sugiere que los efectos bioldgicos de los polifenoles de la
cocoa estan mediados por interacciones directas entre los metabolitos circulantes y componentes de
membrana plasmatica [16]. Se desconoce el efecto que tienen los metabolitos de acuerdo al grupo
de conjugacion. Tampoco se sabe como se modifica el perfil de conjugacién de acuerdo a la dosis
de polifenoles consumida. Sin embargo, el consumo de dosis altas de polifenoles tiende a favorecer
la proporcion de metabolitos conjugados con grupos glucuronidos a expensas de sulfatos. El tipo de
conjugacion depende de la capacidad del tejido y la afinidad de la enzima por el substrato. En este
contexto, la afinidad de las sulfotransferas es mayor que la de la UDP glucuronil transferasa pero la
disponibilidad del substrato es limitante para la primera, el consumo elevado de catequina y
epicatequina puede generar competencia enzimatica y aumentar la proporcion de metabolitos

conjugados con grupos glucuronidos que con grupos sulfato [17].

2.2.4 Perfil metabdlico

A la fecha, mas de 20 metabolitos de epicatequina y catequina se han identificado en plasma y orina
de humanos (Figura 5). La concentracion de metabolitos relacionados estructuralmente con (-)-
epicatequina derivados de metabolismo hepatico es mayor que la de metabolitos con fision de anillo
de 5-carbonos derivados de metabolismo coldnico. Los metabolitos relacionados estructuralmente
con (-)-epicatequina se identifican en plasma 15 minutos después del consumo oral y alcanzan una
concentracion maxima (Tmax) entre una y dos horas posterior a su consumo, dependiendo la matriz
alimentaria. A las 6 horas, la concentracion de metabolitos de (-)-epicatequina en plasma es cercana
al basal. Los metabolitos con fision de anillo de 5-carbonos son detectados en plasma 2 horas
después del consumo oral y alcanzan su Tmax a las 6 horas (Figura 5) [16]. La identificacion y
cuantificacion de metabolitos de (-)-epicatequina en plasma puede variar dependiendo del método y
los estandares de referencia utilizados (Tabla 2). EI método maés citado en la literatura es el de

cromatrografia liquida acoplada a masas/masas (HPLC-MS/MS) [16, 17].
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Figura 5: Concentracion de metabolitos de (-)-epicatequina en plasma en funcién del tiempo. SREM:
Metabolitos de (-)-epicatequina relacionados estructuralmente. 5C-RFM: Metabolitos con fision de anillo
de 5-carbonos. Los datos se expresan como valores de media en nM + DE. Insercién: Graficas de pastel
representativas de la cantidad relativa (% del total) de SREM y 5C-RFM individuales presentes en plasma
a 1h, 4h, 6hg 12 h después del consumo de EC marcada radioactivamente. Figura modificada con autori-
zacion de [16].

El perfil de metabolitos es diferente entre individuos. El vehiculo de administracion (cocoa,
chocolate oscuro y epicatequina libre), la dosis de polifenoles consumida y el tiempo de
determinacion también influyen en el perfil metabolico (Tabla 2). En humanos, los cuatro
metabolitos méas abundantes (>80% de concentracion total) posterior al consumo de cocoa [60 y
100 mg de (-)-epicatequina] fueron la (—)-epicatequina-3’-O-glucuronido (E3'G), (-)-
epicatequina-3'-sulfato (E3'S), 3'-O-metil-(—)-epicatequina-5-sulfato (3'MESS) y 3'-O-metil-(-)-
epicatequina-7-sulfato (3'ME7S)] [16, 18]. Ligeras diferencias se observaron posterior al consumo
de chocolate oscuro [79 mg de (-)-epicatequina], en donde tres de los cuatro metabolitos mas
abundantes fueron los mismos (E3’G, E3’S y 3'MESS) excepto por 3'-O-metil-(—)-epicatequina-4-
sulfato (3'ME4S)] (Tabla 2) [ 17]. EI consumir 100 mg de (-)-epicatequina aislada aumentd la

conjugacion de (-)-epicatequina con grupos glucurénidos (Tabla 2) [19].

El perfil de metabolitos no es igual en humanos y especies animales (roedores) (Figura 6). De los
cuatro metabolitos de mayor abundancia en plasma humano, ninguno se identifico en ratas y
Unicamente dos (E3’S y MESS) se identificaron en ratones aunque en menor concentracion (=25%)
(Figura 6) [16]. Aunque no se ha evaluado el efecto bioldgico de cada metabolito, es probable que

sus diferencias estructurales resulten en interacciones y efectos bioldgicos diferentes. La baja
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equivalencia entre especies es un factor a considerar cuando se busca establecer las dosis de
bioseguridad y eficacia para el consumo de flavanoles, asi para la extrapolacion de resultados para
tratar de elucidar el fenémeno humano. [16]. EI metabolismo de (-)-epicatequina se evalud in vitro
en células de intestino (Caco-2), higado (HepG2) y endotelio (HUVEC) incubadas a
concentraciones de 0.1 uM, 1.0 pM y 10 pM. Unicamente las células Caco-2 formaron minimas
cantidades de E3G posterior a la estimulacion con 1.0 uM y 10 uM de (-)-epicatequina. Ninguno de
los metabolitos derivados de las células hepaticas y endoteliales coincidié con los identificados en

plasma humano, sugiriendo que el modelo in vitro no refleja el metabolismo in vivo [18].

Tabla 2: Concentracion de metabolitos de (-)-epicatequina posterior al consumo oral.

Concentracion de (-)-EC Concentracion Proporcion Meétodo de

Antor Vehiculo (-)-EC (mg/kg) mg/70kg Tmax (h) en plasma (nM)  Glu:Sulf:Met (%)  cuantificacion
Actis-Goretta Chocolate 11 79 3 878 41:26:33 UPLC- MS/MS
(2012) oscuro
Ouaviani Bebida de 1.8 126 2 1245 47:32:21 HPLC-MS/MS
(2012) cocoa
Rodriguez-Mateos  Bebida alta en 1.4 08 | 1031 52.24:23 HPLC-MS/MS
(2014) flavanoles
Barnett - . HPLC/EC/HR/
“nicate P b o) 73.37-
(2015) Epicatequina 1.4 100 2 1520 23:37:39 ESLI-MS
Ottaviani Bebida de 0.9 60 1 1223 31:20:49 HPLC-MS/MS
(2016) cocoa

EC: (-)-Epicatequina; Tmax: tiempo maximo requerido para alcanzar la concentracion maxima; nM:
nanomolar; Glu: Glucurénido; Sulf: Sulfato: Met: Metilo. HPLC/EC/HR/ESI-MS: High performance
liquido chromatography / Electrochemistry / High resolution electrospray ionization mass spectrometry.
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Figura 6: Diferencias en el perfil de metabolitos de (-)-epicatequina por especie. (A)
Gréfica de pastel asociada a la abundancia relativa (% del total) de metabolitos de
(-)-epicatequina individuales identificados en plasma 30 minutos (ratony rata) y 1 h
después (humano) del consumo de (-)-epicatequina marcada radiactivamente. (B)
Cromatograma representativo de estandares auténticos (amarillo), metabolitos en
raton (verde), metabolitos en rata (rojo) y metabolitos en humano (azul).
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2.3 EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS POLIFENOLES DE COCOA

En estudios epidemioldgicos y experimentales en humanos se ha evaluado la asociacion entre el
consumo de polifenoles de cocoa y la modulacién de variables clinicas asociadas a hipertension
arterial, dislipidemias, inflamacidn, resistencia a la insulina, reactividad vascular y estrés oxidante,
entre otros [20-23]. Los mecanismos moleculares a través de los cuales los polifenoles de la cocoa
ejercen dichos beneficios no se han descrito totalmente. Estudios recientes sugieren que los
polifenoles de menor tamafio (catequina y epicatequina), atraviesan la membrana plasmatica de
células intestinales y hepaticas para se metabolizados por enzimas de fase Il en el citosol. Una vez
conjugados, los metabolitos son expulsados al torrente sanguineo y el cambio en su estructura
guimica impide gque vuelvan a atravesar la membrana plasmatica [18]. La actividad biol6gica de los
polifenoles estd determinada, muy probablemente, por la interaccién entre metabolitos y
componentes de la membrana celular. Dichas interacciones determinan la transduccion de sefiales

implicadas en vias de respuesta antioxidante.

2.3.1 Evidencia observacional

La evidencia epidemioldgica sugiere que el consumo de polifenoles disminuye la incidencia y
prevalencia de patologias cardiovasculares, inflamacién y tiene efecto sobre la respuesta
cognoscitiva [24-26]. También se han reportado efectos asociados a la disminucion del riesgo de
desarrollar diabetes y morir por eventos cardiovasculares [27]. Uno de las primeros estudios
epidemioldgicos asociados al consumo de cocoa y proteccion cardiometabdlica, fue el de los
indigenas Kuna residentes de la isla Ailigandi de Panama [28]. Los indigenas Kuna Ailigandi tienen
las méas bajas tasas de incidencia de hipertension, diabetes, enfermedad cardiovascular y muerte
asociadas a eventos cardiovasculares en el mundo. Sin embargo, los indigenas Ailigandi que migran
a zonas urbanas o sub-urbanas de Panama pierden estas caracteristicas. Al evaluar los factores
ambientales que podrian conferir proteccion cardiometabdlica, se observé que los Kuna que viven
en archipiélagos consumen hasta diez veces méas bebidas de cocoa, cuatro veces la cantidad de
pescado y dos veces la cantidad de fruta qué los Kuna residentes de zonas urbanas. Este reporte
puso de manifiesto el efecto cardioprotector del consumo de cocoa para su estudio posterior
[29-31].
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En 2006, se publicé el primer estudio de cohorte que evaluo el efecto del consumo de cocoa sobre
variables cardiovasculares [32]. Este seguimiento de 15 afios se realiz6 en 470 hombres holandeses
sin enfermedad cronica diagnosticada al momento del estudio. Los voluntarios clasificados en el
tercil mas alto de consumo de cocoa (2.30 g/dia) tuvieron niveles mas bajos de presion arterial,
menor riesgo de enfermedad cardiovascular y menor riesgo de mortalidad por cualquier causa, que
los voluntarios clasificados en el tercil de menor consumo (0.36 g/dia) [32]. Tres afios despues, se
publicaron los resultados de una cohorte en pacientes suecos con infarto agudo al miocardio. Estos
pacientes fueron seguidos durante 8.6 afios y aquellos que informaron consumir chocolate dos o
mas veces por semana tuvieron 66% menos riesgo de sufrir muerte cardiaca que los que informaron
gue nunca consumieron chocolate [33]. En 2010 se publicaron los resultados del seguimiento
durante 8 afios de 19,357 voluntarios alemanes, encontrando que las personas en el cuartil de mayor
de consumo de chocolate (7.5 g/dia) tuvieron 39% menos riesgo de infarto al miocardio que las

personas en el cuartil mas bajo [27].

En otros estudios observacionales se ha descrito que las personas que consumen > 20 g de chocolate
oscuro cada tercer dia, tienen niveles 26% mas bajos de proteina C-reactiva que las personas que no
consumen chocolate [34]. En poblacion Japonesa, el riesgo de desarollar diabetes fue 35% menor
en los hombres que consumian “refrigerios de chocolate” una vez por semana qué en los que nunca
0 casi nunca consumian chocolate [35]. Los adultos mayores que gustan de comer chocolate
informaron menos sentimientos de soledad o depresion que los que preferian comer otros dulces
[36]. Por ultimo, individuos que informaron consumir chocolate dos 0 méas veces por semana fueron
32% menos propensos a desarrollar placa ateroesclerdtica calcificada en arterias coronarias que los

individuos que reportaron nunca consumir chocolate [37].

2.3.2 Evidencia experimental

La evidencia experimental en relacion al efecto que tiene el consumo de polifenoles de cocoa es
amplia, especialmente en areas asociadas a sistema cardiovascular, resistencia a la insulina, sistema

inmune y sistema nervioso central. [38].
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2.3.2.1 Evidencia experimental en humanos

El efecto del consumo de polifenoles de cocoa ha sido evaluada a través de ensayos clinicos de
corta y larga duracion en individuos sanos y enfermos. La dosis de polifenoles administrada oscila
entre los 166 a 2110 mg/d y el periodo de intervencidn varia de 2 a 52 semanas [39]. A pesar de que
los estudios a largo plazo son todavia escasos, los hallazgos sugieren beneficios en marcadores
cardiometabolicos de sensibilidad a la insulina [40], aumento en los niveles de colesterol de alta
densidad (HDL) [41], disminucidn de los niveles de triglicéridos (TG) [42, 43] y proteina C reactiva
(CRP, por sus siglas en inglés) [44]. También se ha demostrado que el consumo de polifenoles de
cocoa disminuye los niveles de presion arterial sistélica (PAS) y diastolica (PAD) en adultos sanos
(PAS: 107.54£8.6 vs 113.9+8.4 mmHQ) [45]; en pacientes hipertensos con y sin intolerancia a la
glucosa (SBP: -4.52+3.94 mmHg; DBP, -4.17+3.29 mmHg y PAS: -11.9+-7.7 mmHg; PAD: —
8.5+5.0 mmHg, respectivamente) [46]; y se ha asociado a la disminucion en el riesgo de desarrollar
preclampsia en el primer (OR=0.55, 1Cgs%= 0.32—0.95) y tercer trimestre del embarazo (OR=0.56;
1Co50%=0.32—0.97) [47]. La disminucion de los niveles de presion arterial correlacionan de forma
inversa con el aumento en los niveles de éxido nitrico (NO) en plasma y con el aumento en la
dilatacion mediada por flujo secundaria al consumo de cocoa (PAS r=—0.547; PAD r=—0.488) [20,
48, 49]. La magnitud de estos efecto es mayor en estudios de corta duracion y tiene un
comportamiento dosis-respuesta mediado por mecanismos no inflamatorios (vasodilatacién, perfil

lipidico, resistencia a la insulina) [50, 51].

El efecto de los polifenoles de cocoa sobre mecanismos antiinflamatorios en humanos es escasa. La
evidencia proviene principalmente de evaluaciones en células circulantes [52], en donde se observd
una disminucion en la expresion de biomarcadores inflamatorios como P-selectina y molécula de
adhesion intracelular-1 (ICAM-1) posterior a la suplementacion con 40 g de cocoa [46.8 mg de (-)-
epicatequina] durante cuatro semanas en pacientes con riesgo cardiovascular [52]. En la superficie
de monocitos, se observé una disminucion en la expresion de moléculas de adhesion VLA-4 (25.17
vs 22.96), CD40 (24.53 vs 23.31) y CD36 (26.01 vs 22.61) que no se observo en la superficie de
linfocitos T [53]. La interaccion entre monocitos y linfocitos T en el endotelio estd mediado por
moléculas de adhesion y es el primer evento en la formacion de la placa de ateroma. Por ello, se ha
propuesto que el consumo de cocoa es capaz de modular fases iniciales del proceso de
ateroesclerosis en células mononucleares (PBMCs, por sus siglas en inglés) de individuos en riesgo

aungue estos resultados son inconsistentes en personas sanas [54, 55]. Los efectos antiinflamatorios

21 de86



de los polifenoles de cocoa también podrian estar mediados por el factor de transcripcion nuclear
kappa B (NF-kB), cuya activacion disminuyo posterior al consumo agudo (6h) de 40g de cocoa en
leucocitos de individuos sanos [28.8% (95%Cl: —157.9% a —25.9%). En este estudio también se
observo una disminucién en la concentracion de ICAM-1 [-12.18% (95%Cl: —2.14% a —22.21%)] y
E-selectina [-8.47% (95%Cl: —1.01% a —15.93%)] posterior al consumo de cocoa [52]. Al parecer, el
consumo de cocoa contribuye a la inhibicion o resolucion de la respuesta inflamatoria al modular la

activacion endotelial en individuos sanos y enfermos.

2.3.2.2 Evidencia experimental en modelos animales y cultivo celular

El efecto antioxidante, inmunomodulador y cardioprotector de la cocoa, asi como el efecto sobre el
metabolismo de hidratos de carbono, cancer, resistencia a la insulina y actividad cognitiva ha sido
evaluado en modelos animales [56-58]. Los mecanismos moleculares adyacentes a los efectos antes
mencionados han sido estudiados en cultivo utilizando diferentes lineas celulares incubadas con

extracto de cocoa o polifenoles aislados (monémero a decamero) [59-61].

En ratas, el consumo de una dieta suplementada con 10% cocoa durante tres semanas incrementé la
capacidad antioxidante en plasma, en higado y en érganos del sistema linfatico como el timo,
influenciado la diferenciacion de los timocitos y promoviendo la expresion dosis dependiente de las
enzimas antioxidantes catalasa y superdxido dismutasa (sod) [62]. En el bazo de ratas jovenes, la
suplementacion 10% cocoa moduld la respuesta inmune al disminuir la secrecién de Ig y moléculas
inflamatorias TNF-a y proteina quimioatrayente de monocitos-1 en macrofagos, asi como la
produccion de citocinas en células cooperadoras 2 (Th2, por sus siglas en inglés) [63]. En ratas con
inflamacion cronica (artritis por adyuvante), el consumo durante diez dias de una dieta
suplementada con 5% cocoa y quercetin fue capaz de modular el estrés oxidante al diminuir la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y normalizar la
actividad de las enzimas antioxidantes sod y catalasa [64]. En tejido linfatico asociado a intestino, el
consumo de cocoa moduld la respuesta inmune al disminuir la secrecién de IgA y aumentar la

proporcidn de células gamma/delta con receptor de antigeno de lifocitos T [65].

En modelos ex vivo de inflamacion inducida, la incubacién de linfocitos, PBMCs y leucocitos con

polifenoles de cocoa, particularmente epicatequina, suprimieron la expresion de moléculas citocinas
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pro-inflamatorias como interleucina-8 (IL-8), interleucina-6 (IL-6), interleucina-2 (IL-2), y
aumentaron la expresion de citocinas anti-inflamatorias interleucina-10 (IL-10) e interleucina-4
(IL-4), la cual promueve la diferenciacion de ThO a Th2 [59, 66, 67]. La activacion de células Th es
uno de los primeros eventos en la respuesta adaptativa del organismo previamente asociada al
consumo de cocoa en modelos animales [26]. Esta activacion surge de la unioén antigeno-receptor en
las células T, y de la co-estimulacién de moléculas secundarias a la produccion de la citoquina
inflamatoria 1L-2. Las PBMCs extraidas de voluntarios sanos, activadas con fitohematoglutinin
(PHA, por sus siglas en inglés) e incubadas con epicatequina, catequina y polifenoles de mayor
tamafio a concentraciones superiores a las farmacoldgicas (10 uM), aumentaron la produccién de
moléculas inflamatorias TNF-a, IL-1B e I1L-6 [59, 60]. EI TNF-a es una citoquina proinflamatoria
multifuncional que pertenece a la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF) y que

promueve la activacion del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) [68].

In vitro, los polifenoles de cocoa son antioxidantes capaces de modular la respuesta inflamatoria. El
estrés y la inflamacién son condiciones que contribuyen a la etiologia y desarrollo de mdaltiples
patologias y se caracterizan por aumentar la produccion de ROS a través de procesos orquestados
por la expresion de citocinas, quimiocinas y moléculas inflamatorias, entre otros (69). En este
sentido, macréfagos incubados con un extracto de flavonoides y expuestos a 12-miristato 13-acetato
(PMA) disminuyeron la respuesta inflamatoria al inhibir hasta en un 75% la expresion de IL-2 y
hasta en un 50% la su receptor alfa (IL2Ralpha 0 CD25), ademas de aumentar hasta 4.5 la expresion
de IL-4 [69]. En células T Jurkat activadas con PMA y pre-tratadas con epicatequina, catequina y
fracciones diméricas, se inhibio la unién de NF-kB a los sitios de reconocimiento en la cadena de
ADN con la subsecuente transactivacion de IL-2. NF-kB es un factor de transcripcion inducido por
TNF-a y su expresion promueve la transcripcion de genes que codifican para citocinas
inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-q, etc.), moléculas de adhesion (moléculas de adhesion
intracelular-1, moléculas de adhesion de células vasculares-1, moléculas de adhesion de leucocitos
endoteliales-1), proteinas de fase aguada, enzimas inducibles [sintasa inducible de oxido nitrico
(iNOS), ciclooxigenasa 2 (COX-2)], etc [70]. La inhibicion de NF-kB por polifenoles de cocoa
puede ocurrir en diferentes etapas; de forma temprana al regular los nieves de oxidacion y

activacion de IKK, o de forma tardia al inhibir la union de NF kB al DNA [68].
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Aunque el mecanismo de accion de la epicatequina y el resto de los polifenoles de cocoa no estéa
completamente descrito, sus efectos convergen en vias asociadas a la proteincinasa activada por
mitogeno (MAPK), la cinasa de Janus en la via de transductor de sefiales y activador de la
transcripcion (JAK-STAT), asi como la via de fosfatidil inositol cinasa-3 (PI13K)/Akt [26, 71]. Estas
vias median procesos bioldgicos que involucran el crecimiento y diferenciacion celular, la respuesta
antioxidante y la respuesta inflamatoria [70]. Otros mecanismos de accion propuestos son la
modulacion de concentracion de calcio intracelular [71] y la inhibicion de la NADPH oxidasa [72].
Como se menciond anteriormente, los resultados de modelos in vitro o ex vivo no son totalmente

extrapolables al modelo in vivo, los resultados de informes previos parecieran ser concordantes.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El efecto que tiene el consumo de polifenoles cocoa ha sido evaluado en fenotipos asociados a salud
cardiovascular, modulacion del sistema inmune e inflamacion pero los mecanismos moleculares
subyacentes a dichos efectos aun estan poco descritos. Los resultados de estudios in vitro sugieren
que los polifenoles de cocoa exhiben capacidad antioxidante y son capaces de modular la expresion
de factores de transcripcion, citocinas inflamatorias, moléculas de adhesion celular, y otras
moléculas de respuesta inflamatoria. Los resultados de estos estudios concuerdan con los
observados en ensayos ex vivo y en modelos animales, por lo que se ha propuesto que los efectos de
los polifenoles de cocoa en la salud humana deriva de su capacidad antioxidante. Sin embargo, los
resultados de estos estudios no son completamente extrapolares al fenémeno humano debido a las
diferencias en vehiculos utilizados, dosis administradas y las discrepancias en el perfil de

metabolitos entre especies.

In vitro, los linajes celulares son frecuentemente incubados con fracciones de polifenoles aislados
en su forma natural (aglicdn), a dosis que superan las alcanzables a través de la dieta, mientras que
en plasma humano la abundancia de aglicones es practicamente nula. Esto se debe a que los
polifenoles son metabolizados durante su paso por el tracto gastrointestinal y las formas presentes
en plasma son metabolitos conjugados con grupos glucuronido, sulfato y metilo, no aglicones. El
metabolismo de los aglicones se lleva a cabo en el interior de la célula, una vez metabolizados, los
metabolitos son expulsados al torrente sanguineo y las modificaciones en su estructura quimica
derivadas de la conjugacion impide que puedan volver a atravesar la membrana plasmatica. Por
ende, es factible pensar que los aglicones ejercen efectos intracelulares mientras que las funciones
de los metabolitos estan limitadas a interacciones con componentes de la membrana extracelular y

la subsecuente modulacion de sefales de transduccion.

El metabolismo de los aglicones en modelos animales es similar al humano, sin embargo, el perfil
de metabolitos no es equivalente entre especies. De los cuatro metabolitos de mayor abundancia en
plasma humano, ninguno se identifico en ratas y Gnicamente dos se identificaron en ratones aunque

en menor concentracion. Las discrepancias en el perfil de conjugacion de los metabolitos puede
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resultar en diferentes interacciones con proteinas objetivo, y por lo tanto, en diversos efectos

biologicos.

El perfil de metabolitos posterior al consumo de chocolate, cocoa y epicatequina aislada ha sido
caracterizado en un pequefio nimero de estudios en humanos con variaciones en los resultados
atribuidas a diferencias en el vehiculo, la dosis, los métodos de identificacion y las condiciones
basales de los sujetos de estudio. La presencia de los metabolitos en plasma humano ha sido
asociada a modulacion de vias implicadas en la respuesta antioxidante e inflamacion in vitro y en
modelos animales. Este efecto no ha sido sido descrito en humanos. Sin embargo, estudios
realizados con otros flavonoides en células circulantes sugieren que son capaces de modular el nivel
de transcripcion de moléculas asociadas a respuesta inflamatoria, factores de transcripcion y
moléculas de adhesion celular de individuos sanos. Por ello, nos preguntamos, ¢cual es el efecto
que tiene el consumo de un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles sobre la
expresion de genes en células mononucleares de sangre periférica? Para tratar de contestar a la
pregunta de investigacién, se llevd a cabo un ensayo clinico cruzado para evaluar el efecto del
consumo de una dosis Unica de un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles, y paralelo
para evaluar el consumo diario durante cuatro semanas, en individuos aparentemente sanos. Los
sujetos incluidos en el estudio consumieron los tratamientos de forma aleatoria. Los voluntarios,

investigadores y analistas estuvieron cegados durante todo el estudio.
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4. HIPOTESIS

El consumo de un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles modulara la expresion de

genes asociados a respuesta antioxidante e inflamacion en células circulantes de individuos

aparentemente sanos.

5. OBJETIVO

Evaluar el efecto que tiene el consumo de un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles

sobre el cambio en el nivel de transcripcion de PBMCs en individuos aparentemente sanos.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar el cambio en la expresion de un gen objetivo posterior al consumo agudo (dosis Unica)

y consumo cronico (28 dias) de un concentrado de cocoa.
de alto contenido en polifenoles en individuos aparentemente sanos.

Verificar la biodisponibilidad del producto de intervencion a traves de la identificacion de
metabolitos derivados del consumo agudo y crénico de un concentrado de cocoa de alto

contenido en polifenoles y placebo.

Analizar el cambio en la capacidad antioxidante del plasma posterior al consumo agudo y crénico
de un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles y compararlo con el cambio

producido por el consumo de placebo.

Contrastar el efecto agudo (2 h) que tiene el consumo de un concentrado de cocoa de alto
contenido en polifenoles y placebo sobre el cambio en la expresion de genes de PBMCs en el

mismo individuo a través de un disefio cruzado.

Identificar las vias funcionales asociadas a los genes diferencialmente expresados posterior al

consumo de un concentrado de cocoa y placebo.
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6. METODOLOGIA

6.1 DISENO DE ESTUDIO

Se llevo a cabo un ensayo clinico cruzado para el consumo de una sola toma (referido
subsecuentemente como fase aguda) y paralelo para el consumo diario durante cuatro semanas
(referido subsecuentemente como fase cronica), aleatorizado, cegado, con grupo control en
individuos aparentemente sanos (Figura 7). El estudio se realiz6 de acuerdo a los principios
establecidos en las Buenas Practicas Clinicas, fue registrado como ensayo clinico en la Comision
Federal Contra Riesgos Sanitarios en concordancia con las normas de regulacion federal (nimero
de registro: 133300CT190199) y cuenta con aprobacion del Comité de Etica del Instituto Nacional
de Medicina Gendmica. La recoleccion de muestras bioldgicas se llevo a cabo en la Clinica de
Nutricién de la Universidad Iberoamericana en la Ciudad de México. Todos los participantes fueron
informados sobre los objetivos y procedimientos del estudio, y se les entregé una copia del

consentimiento informado escrito (ANEXO 1).

™1 <1 Tx1 durante 4 semanas
g- * s J  J
Tx2 Tx2 Tx2 durante 4 semanas
‘: M - —- -
g- s J L J L J
¢ Basaly 2 h ¢ Basaly 2 h éBasaly2h

Fig. 7 Disefio de estudio. Ensayo clinico cruzado para fase aguda y paralelo para fase cronica,
controlado con placebo, doble ciego. Los participantes asignados al Grupo 1 consumieron los
tratamientos en una secuencia cocoa-placebo, mientras que los participantes asignados al
Grupo 2 lo hicieron en la secuencia opuesta (placebo-cocoa). Durante todo el estudio se
tomaron seis muestras de sangre de los participantes; tres en estado basal y tres muestras 2 h
después del consumo de los tratamientos.
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6.2 SUJETOS DE ESTUDIO

6.2.1 Criterios de inclusion:

Sujetos entre 18-40 afios de edad que tuvieran un indice de masa corporal (IMC) de entre 18.5y 30
kg/m?, no fumadores, sedentarios o que realizaran actividad fisica moderada de acuerdo al
Cuestionario Internacional de Actividad Fisica (IPAQ) [73]. La dieta no se modificd durante el
estudio pero se instruy6 a los voluntarios de no consumir alimentos ricos en polifenoles como el

vino tinto, el té verde y productos derivados de cocoa al menos 24 horas previas al estudio.

6.2.2 Criterios de exclusion:
Se excluyeron todos aquellos sujetos que tuvieran alguna enfermedad diagnosticada al momento del
estudio y a los que hubieran consumido suplementos, antioxidantes o medicamentos al menos un

mes del inicio del estudio.

6.2.3 Criterios de eliminacion:
Se eliminaron las personas que tuvieran muestras o datos incompletos, asi como a los que quisieran

declinar su participacion durante el estudio.

6.3 INTERVENCION

La intervencion consistid en el consumo agudo y crénico de un concentrado de cocoa de alto conte-
nido en polifenoles (referida subsecuentemente como cocoa) y maltodextrinas como tratamiento
control (referida subsecuentemente como placebo). La dosis y el tiempo de recoleccion de muestras
se definieron de acuerdo a estudios previos que sugieren un pico maximo de concentracion de los
metabolitos en plasma 2 h después del consumo de 390-746 mg de polifenoles al dia, de los cuales
entre 60-203 mg fueron de (-)-epicatequina [16-18]. Todos los participantes incluidos en el estudio
fueron asignados aleatoriamente al Grupo-1 o Grupo-2. El Grupo-1 consumi6 los tratamientos en
una secuencia Tx1-Tx2 y el Grupo-2 lo hizo en el orden opuesto (Figura 7). Los cddigos de los tra-
tamientos permanecieron cegados hasta el final del analisis estadistico. Los participantes fueron ci-
tados en tres ocasiones a la Clinica de Nutricion de la Universidad Iberoamericana. La primera (V1)
y la segunda visita (V2) se hicieron con una semana de separacion (periodo de blanqueamiento) y

consistieron en mediciones agudas (basal y 2 h). Durante la segunda visita se entreg6 a los partici-
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Fig. 8 Manejo de muestras biol6gicas y analisis en laboratorio.

pantes un diario de consumo (ANEXO 2) y un frasco con cépsulas suficientes para consumir una

dosis diaria durante 28+3 dias.

Al téermino de este tiempo se cito a los participantes por tercera ocasion (V3) para llevar a cabo la
medicion crénica (Figura 8). El apego al tratamiento se evalud a través del diario de consumo y del
conteo de capsulas sobrantes, mismas que fueron entregadas por todos los participantes en la tercer
visita. EI consumo de alimentos previo a la intervencion se evalud a través de un recordatorio de 24
horas (R24H) (ANEXO 3) y un cuestionario de frecuencia de consumo validado en poblacion me-
xicana (SNUT) (ANEXO 4). El nivel de actividad fisica se evaluo a través del Cuestionario Inter-
nacional de Actividad Fisica (IPAQ) validado en poblacién mexicana (ANEXO 5). Las mediciones
atropomeétricas (peso, altura y circunferencia de cintura) se hicieron siguiendo la técnica de Lohman
et al. [74]. Los analisis basales de composicidn corporal (masa grasa, masa muscular, agua corporal)
se realizaron utilizando el equipo de bioimpedancia InBody 250. Las muestras de sangre se obtuvie-
ron en condiciones de ayuno de ocho horas y dos horas después del consumo de los tratamientos en
la V1, V2 y V3. Durante este tiempo no se permitio el consumo de alimentos o bebidas azucaradas

a los participantes, unicamente agua. Los analisis de expresion de genes se realizaron en PBMCs
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aisladas a partir de 8 mL de sangre utilizando tubos con citrato de sodio (Cell Preparation Tubes,
Cat. 362761, BD, Franklin Lakes, USA). Estos andlisis se hicieron se realizaron con dos objetivos.
En el primero fue comparar el cambio en la expresion de un gen objetivo, en este caso SOD2, pos-
terior al consumo agudo y crénico de los tratamientos. El segundo objetivo fue evaluar el cambio en
el perfil expresion individual, posterior al consumo agudo (2 h) de un concentrado de cocoa y pla-
cebo. La cuantificacion de metabolitos y las determinaciones de capacidad antioxidante se hicieron
en plasma extraido en tubos con heparina de litio de 6 mL (Ref. 367884, BD, Franklin Lakes,
USA). Las determinaciones bioquimicas se realizaron en plasma extraido de tubos EDTA de 6 mL

(BD, Franklin Lakes, USA) (Figura 8).

6.4 PRODUCTO DE ESTUDIO

La cocoa y el placebo fueron administrados en capsulas de apariencia idéntica. Las capsulas de co-

coa contenian aproximadamente ~1.3 g de un producto de cocoa de alto contenido en polifenoles

comercialmente disponible 'y distribuido por la compafiia Naturex™. La cocoa tenia un color rojo

oscuro y contenia ~50% de polifenoles de los cuales ~94 mg eran (-)-epicatechina. Ademas de poli-

fenoles, la cocoa contenia alcaloides (cafeina y teobromina), minerales y otros componentes (Tabla

3). Las cépsulas de placebo contenian ~1.3 g de un polisacérido parcialmente hidrolizado (malto-

dextrina) distribuido por la misma compafiia. Los anélisis bromatoldgicos de ambos productos fue-

ron realizados y cedidos por Naturex™.

6.5 RUTA DE ADMINISTRACION

El producto fue consumido por via oral con agua.

6.6 CEGAMIENTO

El Laboratorio de Farmacia de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de México fue
el responsable de encapsular el producto y llevar a cabo el cegamiento del mismo mediante la

asignacion de doble cddigos; T1 o “yellow” y Tx2 u “orange”. La aleatorizacion se hizo por

bloques de cuatro.
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6.7 TAMANO DE MUESTRA

El tamafio de la muestra se calcul6 en el programa G*Power utilizando una formula para diferencia
entre dos medias dependientes [75]. Los datos que alimentaron la formula fueron obtenidos de un
estudio previo realizado en nuestro laboratorio que identific6 un tamafio del efecto moderado (delta
de Cohen d=0.6) sobre el cambio en la expresion de genes en PBMCs posterior al consumo de una
dosis Unica de cocoa (datos no publicados). Una muestra total de 20 participantes fue suficiente

para un poder del 80% y una confianza de o <0.05.

Tabla 3 Caracterizacion del polvo de cocoa rico en polifenoles

Compuesto mg/g
Contenido de polifenoles’ 500
Epicatequina 78
Flavanoles totales? 200
Flavan-3-ols3 100
Teobromina 50

Los valores estan determinados en mg/g de polvo de cocoa. Las determinaciones
se llevaron a cabo como: Folin-Ciocalteu como catequina; como catequina;
2como catequina, epicatequina, B1y B2.
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7. METODOS

7.1 CUANTIFICACION DE METABOLITOS DE EPICATEQUINA EN PLASMA

La identificacion y cuantificacién de los metabolitos de (-)-epicatequina en muestras de plasma se
realizd a través de cromatografia liquida acoplada a masas/masas (UHPLC-MS/MS) en el
Labortarorio de Vitaminas y Fitoquimicos del Instituto de Investigacion de Nestlé, Suiza. EI método
se realizé siguiendo las instrucciones describas por Actis-Goretta et al. [17]. Brevemente, el plasma
se obtuvo a partir de la centrifugacion de un tubo de 6 mL de sangre total con heparina de litio a
1500 x g durante 10 min a 10°C. Para su estabilizacion, se agregaron 20 uL de amortiguador (acido
ascorbico, 1.136 M, EDTA 3.43 mM, pH=3.6) por cada mL de plasma recolectado, el cual se
congel6 en nitrogeno liquido y se almacend a -80°C hasta su cuantificacion. Posteriormente, el
plasma se descongel6 en hielo durante tres horas y se homogeneizo por inversion. Las proteinas y
fosfolipidos se removieron al transferir 200 uL de plasma a una placa Ostro de 96-pozos (Ref.
186005518, Waters, Baden, Switzerland) y mezclar con 600 pL de acetonitrilo para finalmente
filtrar durante 5 minutos utilizando vacio (Ref. 186001831, Switzerland). La muestra de plasma
filtrada se recolectdé en una segunda placa de 96-pozos (Waters, Ref. WAT058957, Baden,
Switzerland) a la que se le agregaron 200 uL de metanol para concluir el procedimiento de
limpieza. Despues, la muestra se seco utilizando nitrégeno a temperatura ambiente y se almaceno a
-20 °C hasta su posterior analisis. La muestra seca se resuspendio en 100 pL de agua con
acetonitrilo al 8% y se inyectaron 5 uL en el sistema de UHPLC-MS/MS (Waters Acquity
hyphenated to an AB Sciex QTRAP5500, operado en electrospray modo ionizacion negativa) para
la deteccion y cuantificacion de los metabolitos de (-)-epicatequina. La cuantificacion de los
metabolitos se llevo a cabo por curvas de calibracion construidas con ocho estandares (10, 20, 50,
100, 200, 500, 1000, 2000 nM). Tres estandares internos (umbeliferol sulfato, umbeliferol
glucurdnido y (+)-metilcatequina) se agregaron a las muestras de plasma al principio de la
preparacion para asegurar la exactitud de la cuantificacion. Los metabolitos de (-)-epicatequina y
los estandares internos fueron un regalo del Dr. Lucas Actis Goretta, del Centro de Investigacion de
Nestlé (NRC, Lausanne, Switzerland). Los metabolitos identificados y cuantificados fueron (-)-
epicatequina (EC), (+)-catequina (cat), (-)-epicatequina-3’-O-glucuronido (E3’G), (-)-
epicatequina-4’-O-glucuronido (E4’G), (+)-catequina-4’-O-glucuronido (C4°G), (-)-
epicatequina-3’-O-sulfato (E3’S), (-)-epicatequina-4’-O-sulfato (E4’S), (-)-3’-O-
metilepicatequina-4’-sulfato (3’MEA4S), (-)-4’-O-metilepicatequina (4’ME) and (-)-3’-O-

33de86



metilepicatequina (3°’ME). Todas las muestras se procesaron en duplicado y se analizaron utilizando

el programa Analyst, version 1.6.

7.2 CUANTIFICACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL PLASMA

Las muestras de plasma se obtuvieron por centrifugacion (1500 x g durante 10 min a temperatura
ambiente) de 6 mL de sangre total colectada en tubos con heparina de sodio. El plasma se analizd
con el Antioxidant Assay Kit de Sigma-Aldrich siguiendo las instrucciones del fabricante. EI méto-
do estima la capacidad antioxidante del plasma a traves de la formacion del radical ferril-mioglobi-
na a partir de metmioglobina y perdéxido de hidrégeno, qué oxida el ABTS para producir el ion radi-
cal ABTS**, un cromogeno de color verde que se puede determinar por espectofotometria a 405 nm.
Los antioxidantes suprimen la produccion del ion radical de manera dependiente a la concentracion,
y la intensidad del color decrece proporcionalmente. Trolox™, un analogo de vitamina E soluble en
agua, sirve como estandar o control antioxidante. La cuantificacion de la capacidad antioxidante se
hizo a través de curvas de calibracion construidas con seis estandares (0, 0.015, 0.045, 0.105, 0.21,
0.42 mM) y se utilizé Trolox™ (analogo de vitamina E soluble en agua) como control antioxidante.

Todas las muestras se procesaron en duplicado.

7.3 PREPARACION DE RNA

El RNA se extrajo de PBMCs. Las PBMCs se aislaron con tubos de preparacién celular siguiendo
las instrucciones del fabricante. EI RNA se extrajo utilizando el método del TRIzol (Ambion,
Carlsbad, CA, USA) y se eluy6 en 40 ul de agua libre de RNasa. La cuantificacion e integridad del
RNA se evalu6 con el bioanalizador 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).

7.4 ANALISIS DE EXPRESION

El cambio en la expresion génica aguda y crénica de SOD2 se evalud a través de qPCR en tiempo
real. EI cambio agudo en el perfil de expresion global posterior al consumo de cocoa y placebo se

evalué a través de microarreglos.

7.4.1 Expresion de SOD2

El efecto del consumo agudo de los tratamientos sobre la expresion de SOD2 se estimo6 en muestras

colectadas en condicion basal vs 2h, en la V1 y la V2. El efecto del consumo agudo de los trata-
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mientos sobre la expresion de SOD2 se evalud en la muestra basal de la V2 vs la muestra basal de
la V3. El andlisis de SOD2 se realiz6 aquellos participantes que tuvieron: i. muestras completas
(n=6; dos tratamientos bajo condiciones basales y 2 h después en la V1, V2 y V3), ii. RNA integro
en las cuatro muestras (RIN >8), y iii. concentracion suficiente de RNA en las seis muestras (>500
1g). El nivel de expresion se determing a través de gPCR en tiempo real utilizando el equipo Quan-
tum (Applied Biosystems). La retrotranscripcion del RNA para producir DNA complementario se
realizd a partir de 500 ng de RNA utilizando oligo-dT y el ensayo First Strand Synthesis (Fermen-
tas). La amplificacion del cDNA por gPCR se hizo utilizando sondas Tagman y siguiendo las ins-
trucciones del fabricante (Applied Biosystems). Las cuantificaciones de SOD2 se realizaron por el
método del 2-4ACt (cuantificacidn relativa) utilizando los genes 18S, GAPDH vy beta-actina como

controles enddgenos.

7.4.2 Perfil de expresion global
El efecto del consumo agudo de los tratamientos sobre el perfil de expresion de PBMCs se evaluo
en muestras basales vs 2 h. Estas determinaciones se realizaron en un subgrupo de cuyas muestras

estuvieron completas y cumplieron con los criterios de calidad.

7.4.2.1 Procesamiento de microarreglos

El perfil de transcripcion de las PBMCs se evalud por tecnologia de microarreglos utilizando el
HumanV4GEX Expression BeadChip de Illumina. El procesamiento de las muestras de RNA se
realiz6 de acuerdo a los protocolos de Illumina utilizando el kit de amplificacion TotalPrep™ RNA
(IMlumina, Carlsbad, USA) para generar copias de RNA antisentido (aRNA) biotinilado de cada
mRNA en la muestra. El altimo paso en la amplificacion de RNA fue la purificacion de aRNA para
eliminar compuestos no deseados. Finalmente, el aRNA fue utilizado en el microarreglo para medir

la expresion genética.

7.4.2.2 Perfil de la expresion de genes

El perfil de la expresion de genes se realizd en un subgrupo de participantes que tuvieron: i. mues-
tras completas (n=4; dos tratamientos bajo condiciones basales y 2 h después del consumo de los
tratamientos), ii. RNA integro en las cuatro muestras (RIN >9), y iii. concentracion suficiente de
RNA en las cuatro muestras (>1 ug). El efecto del tratamiento sobre el transcriptoma de PBMCs se
evalué utilizando células recolectadas en condicion basal y a las 2 h del consumo de ambos trata-

35de86



mientos. Las muestras de baja integridad (RIN <9) se eliminaron ya que pueden afectar los resulta-
dos de expresion porque acarrean factores contaminantes como sales, alcohol y fenol [76]. Todas las
posibles comparaciones entre tratamientos y condiciones (basal vs 2 h) se analizaron aunque los
resultados del presente estudio se enfocan en la descripcion de los genes diferencialmente expresa-

dos posterior al consumo de los tratamientos (Figura 9).
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Fig. 9: Perfil de expresion de genes. El perfil se realiz6 en muestras de RNA de un subgrupo de
participantes aleatoriamente seleccionado para evaluar el efecto agudo del consumo de los trata-
mientos sobre la expresion de genes en PBMCs. Las muestras incluidas en el andlisis fueron colec-
tadas en estado basal y 2 horas después del consumo de cocoa y placebo. Las muestras de RNA fue-
ron clasificadas por grupo para su analisis. Todos los contrastes entre grupos fueron analizando
creando ocho contrastes de interés. Los contrastes evaluados para este estudio corresponden al
efecto agudo derivado del consumo de cocoa {[1] y [4]}, y al efecto agudo derivado del consumo de
placebo {[2] y [3]}. Las etiquetas se definen de la siguiente forma: V1:Visita-1; V2: Visita-2; Tx1:
Tratamiento 1; Tx2: Tratamiento 2; B:Basal; 2 h: 2 h después del consumo de los tratamientos}.

7.4.2.3 Anélisis de datos de microarreglo

Los datos crudos obtenidos del microarreglo tuvieron correccion de fondo utilizando el método Ro-
bust Multiarray Avarage (RMA) [77] y se normalizaron utilizando Quantiles [78]. La expresion di-
ferencial se determiné utilizando modelos lineales con coeficientes arbitrarios, los contrastes de in-
terés se hicieron utilizando la libreria Limma de Bioconductor [79, 80]. Los datos normalizados se
corrigieron por pruebas multiples de Benjamini y Hochberg para conocer la proporcion de falsos

positivos (FDR) [81]. Los genes seleccionados fueron aquellos que mantuvieron un valor-p <0.05
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posterior a la correccion. Finalmente, se implementd un muestreo bootstrap multiescala utilizando

el paquete “pvclust” para evaluar la incertidumbre en el andlisis de agrupamiento jerarquico [82].

7.4.3.4 Andlisis de enriquecimiento funcional

El analisis de enriquecimiento funcional se realiz6 en el programa Ingenuity Pathway Analysis
(IPA, QIAGEN Redwood City, CA, USA). IPA evalda el enriquecimiento utilizando la prueba exac-
ta de Fisher. Adicionalmente, IPA estima un puntaje-Z que permite identificar funciones que se es-
pera estén enriquecidas al comparar la concordancia entre patrones de regulacion observados y es-
perados. Los patrones de regulacion predichos se basan en relaciones causales previamente reporta-

das entre funciones y genes relevantes [83].

7.5 VALIDACION DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS

El nivel de expresion de cinco genes diferencialmente expresados [receptor beta de interleucina
(CXCR2 referido como IL8RB), adrenoreceptor beta 2 (ADRB2), receptor 1 del péptido formilo
(FPR1), CD36 e interleucina 8 CXCLS8 referido como IL8)] se valid6 en un subgrupo de participan-
tes que cumplieron con los criterios de seleccién a través de PCR cuantitativa en tiempo real utili-
zando el equipo Quantum (Applied Biosystems). Las muestras utilizadas para la validacion cum-
plieron los siguientes criterios: i. tener muestras completas (n=4; dos tratamientos bajo condiciones
basales y 2 h después del consumo de los tratamientos), ii. RNA integro en las cuatro muestras (RIN
>8), y iii. concentracion suficiente de RNA en las cuatro muestras (>500 ng). Los genes sobre-ex-
presados (ILRB y ADRB2) y los genes sub-expresados (FPR1, CD36, IL8) se seleccionaron con
base en la magnitud del cambio y relevancia para el proyecto de estudio. EI cDNA para la valida-
cion se se sintetizd a partir de 500 ng de RNA total usando un oligo-dT y la enzima M-MuLV
(#K1216, Thermo Scientific), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La amplificacion del
cDNA por PCR en tiempo real se hizo utilizando sondas Tagman y siguiendo las instrucciones del
fabricante (Applied Biosystems). Los productos de PCR fueron cuantificados a traves del método
de cuantificacion absoluta usando curvas estandar construidas con seis estandares (0.32, 1.6, 6, 40,

200, 1000 nM).
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7.6 ANALISIS ESTADISTICO

El objetivo principal del estudio fue evaluar el efecto que tiene el consumo de un concentrado de
cocoa rico en polifenoles sobre el cambio en la expresion de genes en PBMCs. La terminologia em-
pleada en el andlisis y descripcion de resultados fue la siguiente:

- Tratamientos, con niveles: Tx1y Tx2,

- Periodos, con niveles: Visita 1 (V1), Visita 2 (V2) y Visita 3 (V3),

Secuencia, con niveles: Grupo 1 (Tx1-Tx2) y Grupo 2 (Tx2-Tx1),

Fases, con niveles: Fase aguda (dosis unica) y fase cronica (28+3 dias).

La descripcion de variables de estudio se estableci6 a través de medias y desviaciones estdndar. La
presencia de un probable efecto de acarreo se evalud por diferencias de medias por periodos entre
voluntarios que consumieron el tratamiento en el Grupo-1 y Grupo-2. El efecto de los tratamientos
se evalud por prueba t-Student para muestras relacionadas. La relacion entre el consumo de los tra-
tamientos y la concentracion de metabolitos de (-)-epicatequina y la capacidad antioxidante en
plasma se evalud a través de una correlacion de Spearman. La presencia de un efecto sexo-depen-
diente e interacciones entre variables asociadas al cambio en la expresion de genes se evaluaron por
modelos lineales. La confiabilidad de la metodologia propuesta se verifico durante la revision de
datos cegados. Las diferencias estadisticas se establecieron a p < 0.05. El andlisis de datos de mi-
croarreglo se realiz6 utilizando la paqueteria R (3.3.2) (http://www.r-project.org/). El efecto minimo
detectado se evaluo utilizando la delta de Cohen y el cambio en la expresion de IL-8 posterior al
consumo de cocoa [84]. Finalmente, se realizé un andlisis de poder post-hoc para evaluar los cam-

bios en la expresion de genes utilizando el programa G*Power.
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8. RESULTADOS

8.1 PARTICIPANTES DEL ESTUDIO

El estudio se promovid a través de posters y tripticos. Los voluntarios interesados (n=28) se evalua-
ron de acuerdo a los criterios de inclusion, ocho voluntarios fueron excluidos y 20 iniciaron el estu-
dio (Figura 10). La mitad de los voluntarios fue asignado al Grupo-1 y consumieron los tratamien-
tos en secuencia Tx1-Tx.2, la otra mitad lo hizo en el orden opuesto. Todos los voluntarios conclu-
yeron la fase aguda del estudio y unicamente 19 concluyeron la fase cronica (Figura 10). El cega-
miento de los tratamientos se rompié una vez concluido el analisis estadistico, el Tx1 se identifico
como cocoa Yy el Tx2 se identificd como placebo. No se encontraron eventos adversos durante el
estudio. Las caracteristicas descriptivas de los participantes muestran diferencias por sexo en varia-
bles antropométricas de peso y talla, asi como en los niveles de colesterol-HDL, cuyos valores fue-
ron 38% mas altos en las mujeres que los hombres (Tabla 4). El efecto de acarreo se evalud al com-
parar la concentracion media de metabolitos de (-)-epicatequina por periodo, con un valor de p >
0.05 se concluye que la concentracion de metabolitos de (-)-epicatequina es similar entre los volun-

tarios que la tomaron en la V1 que en la V2.

8.2 PERFIL DE METABOLITOS DE (-)-EPICATEQUINA

Los metabolitos de (-)-epicatequina se identificaron y cuantificaron en condiciones basales y 2 ho-
ras después del consumo agudo (Grupo-1 y Grupo-2) y cronico (Grupo-2) de un concentrado de co-
coa y placebo en muestras de plasma a traves de UHPLC-MS/MS (Figura 11). La concentracion de
metabolitos se mantuvo debajo del limite de deteccion en condiciones basales y aumentd posterior
al consumo de cocoa pero no de placebo (p < 0.01). La concentracion de metabolitos tuvo variacio-
nes inter-individuales y fue ligeramente mayor en mujeres que en hombres. La suplementacion cro-
nica no aumento la concentracién de metabolitos circulantes, por el contrario, la concentracion fue
10% menor en la suplementacion aguda aunque el perfil de metabolitos permanecié constante (Fi-
gura 12). Los cuatro metabolitos de mayor abundancia en plasma fueron E3G, E3S, E4G y
3’MEA4S, la sumatoria de los cuatro constituyo el el 90% de la concentracion total. EI metabolito
mas abundante en el 75% de los sujetos fue E3G. La concentracion de (+)-catequina, 4AME y 3ME

no aumento posterior al consumo de cocoa.
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Evaluados (n= 28)

Excluidos (n=8)
4 No cumplieron criterios (n=4)

4 Declinaron (n=3)
4 Otras razones (n=1)

Aleatorizados (n=20)

|

Grupo-1 (n=10)
4 Recibieron intervencion (n=10)

4 No recibieron intervencion (n=0)

Asignacion

Grupo-2 (n=10)

4 Recibieron intervencién (n=10)

4 No recibieron intervencién (n=0)

Perdidos durante seguimiento (n=1)

No completaron intervencién (n=1)

( -
L Seguimiento

JPcrdidos durante seguimiento (n=1)

No completaron intervencién (n=1)

Analizados
4 Fase aguda (n= 20)

4 Fase cronica (n= 19)

(
L Analisis

Analizados
4 Fase aguda (n= 20)

4 Fase croénica (n= 19)

Analizados (n=6)

Figura 10: Diagrama de flujo de los participantes a través del estudio. Los participantes se asignaron
aleatoriamente a Grupo-1 (Cocoa-Placebo) o Grupo-2 (Placebo-Cocoa) y fueron citados durante tres oca-
siones con una semana de periodo de blanqueamiento entre la visita 1 y la visita 2. Durante la exposicion,
los participantes fueron instruidos de no consumieron ningun alimento o bebida endulzada. Los tratamien-
tos consistieron en cocoa {600 mg de polifenoles de los cuales 97 fueron (-)-epicatequina} y placebo (mal-

todextrinas).
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Tabla 4: Caracteristicas descriptivas de la muestra de estudio

95% CI
Sexo media = SD Sig. Limite  Limite
inferior superior
i F 28 x4l
Edad 09 396 432
(anos) M 28 +46
% F 57 %52
Peso <001* -19.10 -5.59
(kg) M 69 =84
5 F 163 +58
Talla 001* -1538 -2.77
(cm) M 172 74
: F 21 =16
IM("’ 0.5 -391 -0.03
(kg/m?) M 23 +23
F 1910 + 1222
AP 07 917 1297
(METs/sem) M 1729 = 1131
Glucosa F 87 =66 08 -8.65 6.62
(mg/dL) M 88 £9.1
Triglicéridos F =83 05 -50.1 32.66
(mg/dL) M 110 +£480
Colesterol total F 18% +384 04 -27 589
(mg/dL) M 169 +50.1 ‘ o
Colesterol-HDL F 80 =+382 0.05* 0.13 624
(mg/dL) M 49 +28.1 o T
Colesterol-LDL F 86465 0.6 -58.7 33.1
(mg/dL) M 99 +504

F: Femeninio (n=9); M: Masculino (n=11); AF: Actividad fisica; sem: semana; IMC: indice de masa
corporal.; METs: Equivalentes metabolicos, por sus siglas en inglés; 95% CI: Intervalo del confianza
al 95%; *p<0.05

canic

Metil-epicatequina Epicatequin-sulfato Epicatequin-glucurénido Metil-epicatequin-sulfato

Figura 11: Perfil de metabolitos identificados por UHPLC-MS/MS.  Diez metabolitos se
identificaron y cuantificaron en muestras de plasma a través de UHPLC-MS/MS. (-)-Epicatequina
(EC), (+)-catequina (Cat) fueron identificados como aglicones. Los metabolitos conjugados con
grupos glucuronido fueron: (-)-epicatequina-3’-O-glucuronido (E3’G), (-)-epicatequina-4’-O-
glucuronido (E4°G), (+)-catequina-4’-O-glucuronido (C4’G). Los metabolitos conjugados con

rupos sulfato fueron: (-)-epicatequina-3’-O-sulfato (E3’S), (-)-epicatequina-4’-O-sulfato (E4’S),
)-3’-0O-metilepicatequina-4’-sulfato (3’ME4S). Los metabolitos conjugados con grupos metilo

fueron: (-)-4’-O-metilepicatequina (4’ME) y (-)-3’-O-metilepicatequina (3’ME). Las pesos
moleculares y los tiempos de retencion utilizados para cada metabolismo coinciden con los
publicados previamente por Actis-Goretta [17].
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Perfil de metabolitos agudo Perfil de metabolitos crénico
1741 = 337 nM 1445 = 270 nM

Fig. 12 Concentracion de metabolitos de (-)-epicatequina en muestras de plasma posterior al consumo
agudo y cronico de cocoa. Diez metabolitos se identificaron y cuantificaron en muestras de plasma a través
de UHPLC-MS/MS. Unicamente siete metabolitos aumentaron sus concentracion posterior a la intervencion
(p<0.05). Los datos se presentan como proporciones posterior al consumo de cocoa por grupo.

8.2 CAMBIO EN LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL PLASMA

El efecto del consumo de cocoa sobre la capacidad antioxidante en plasma se evalud a través del
método de Trolox (TEAC). En el presente estudio no se observaron diferencias en la capacidad an-

tioxidante del plasma posterior al consumo de cocoa y placebo (Figura 13).
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Figura 13: Capacidad antioxidante del plasma (CAP) posterior al consumo agudo y crénico de
cocoa y placebo. La capacidad antioxidante del plasma se evalu¢ utilizando un kit comercial. No se
observaron diferencias posterior al consumo agudo y cronico de un concentrado de cocoa. La
capacidad antioxidante del plasma se calcul6 a través de curvas de calibracion. Los datos se
analizaron a través de un prueba-t para muestras relacionadas. Los datos se expresan como medias y
desviaciones errores estandar de la media (n=20 para la fase aguda y n=10 para la fase cronica).
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8.4 EFECTO DEL CONSUMO DE COCOA SOBRE LA EXPRESION DE GENES

Los analisis de expresion se evaluaron en dos fases (Figura 9). La primera evalud el cambio en la
expresion de SOD2 posterior al consumo agudo vs cronico de un concentrado de cocoa. La segunda
comparé el cambio individual en la expresion de genes en PBMCs posterior al consumo agudo de

cocoa Yy placebo.

8.4.1 Efecto del consumo de cocoa sobre la expresion de SOD2

El efecto del consumo agudo vs crénico de un concentrado de cocoa sobre el cambio en la expre-
sion de SOD2 en PBMCs se analiz6 en 120 muestras de RNA pertenecientes a 20 participantes a
través de qPCR y el método de cuantificacion relativa ( 2-4ACY), Cada participante conté con seis
muestras de sangre, tres fueron recolectadas en periodo de ayuno (Basal) y tres fueron colectadas a
las 2 h de haber consumido los tratamientos. De los tres genes endégenos evaluados, GAPDH fue el
gue presentd mayor estabilidad entre condiciones (coeficiente de variacion: 1.81%), por lo que se
utiliz6 como gen enddgeno para la estimacion del ACt. La expresion relativa de SOD2 en la fase
aguda se estimé al comparar la expresion del ACt_2 h vs la expresion ACt_basal como calibrador;
para la fase cronica se compardé la expresion basal de la ACt_V3 vs la expresion basal de la ACt_V2
como calibrador. A partir de estas comparaciones se obtuvieron los valores de AACt que fueron pos-

teriormente elevados a la 2-2ACt (Figura 14).

El aumento en la expresion de SOD2 fue mayor posterior al consumo agudo de un concentrado de
cocoa, que posterior al consumo cronico. Este aumento fue variable entre grupos e individuos
(p<0.05). En la fase aguda, los participantes que consumieron cocoa en la V2 tuvieron una respues-
ta 44% veces mas alta que los participantes que consumieron cocoa en la V1 (p<0.05) (Figura 15).
Dado que no se comprobo la existencia de un efecto acarreo, se asume que esta variacion esta aso-
ciada a factores individuales. Contrario a lo que se pensaba, la suplementacion diaria durante cuatro
semanas disminuyd 19% la expresion de SOD2 (p>0.05) (Figura 15). Finalmente, el tamafio del
efecto posterior a la suplementacion aguda a través de la A de Cohen, fue 0.7 que es considerado

moderado.
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Figura 14: Hip6tesis estadisticas a evaluar para verificar la confiabilidad de los datos. Para evaluar si la
secuencia de consumo influy6 en los resultados del estudio (efecto de acarreo), se utiliz6 una prueba-t para
muestras independientes estratificada por secuencia (Ho: A1=42=0). Para evaluar el efecto del periodo sobre
los resultados del estudio, se utiliz6 una prueba-t para muestras independientes estratificada por visita (Ho:
V1=V2=0). Finalmente, se evalu6 el efecto del consumo agudo (Ho: Tx1=Tx2=0) y crénico ((Ho: Tx?
_V2=Tx?_V3=0) de los tratamientos a través de una prueba-t pareada. Valores-p < 0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos. La confiabilidad de los resultados de expresion se prob6é mediante tres
hipétesis: i. el efecto que tuvo la secuencia del consumo de los tratamientos (Ho: A11=42=0), ii. el efecto que
tuvo el periodo (Ho: V1=V2=0), y iii. el efecto que tuvo el tratamiento sobre el cambio en la expresion de
SOD2 tanto en la fase aguda (Ho: Tx1=Tx2=0), como en la fase crénica (Ho: Tx?_V2= Tx?_V3=0) (Figura
13). La secuencia y el periodo no afectaron los resultados del estudio (p>0.05) por lo que se descartd un
posible efecto de acarreo.

Cambio agudo en la expresion de SOD2 Cambio crénico en la expresiéon de SOD2
2 24
o ! c1.48 o 185
2 18 5 15 -
£ £
© @
Q 19
o [T é 1.50
© é 128 ©
(%2} w
2 1 I g I
@ 9 I
> 054 > 05
0l , I . j o L | L
Basal 2h Basal 2h Basal 2h Basal 2h
Visita 1 Visita 2 Visita 2 Visita 3

Figura 15: Cambio en la expresion de SOD2 posterior al consumo agudo y cronico de un concentrado de
cocoa. El cambio en la expresion de SOD2 se evalud a través del método de cuantificacion relativa del 2-
44Ct ytilizando el gen endégeno GAPDH como calibrador y el consumo del placebo como comparador. El
cambio agudo (n=20) y crénico (n=10) en el nivel de expresion de SOD2 intragrupo se evalud a través de
una prueba-t para muestras relacionadas. EI cambio intergrupo se evalué a través de una prueba-t para
muestras independientes (n=10). *p<0.05, **p<0.01.
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8.4.2 Efecto del consumo de cocoa sobre el perfil de expresion global en PBMCs

El efecto agudo del consumo de un concentrado de cocoa y placebo sobre el cambio en la expresion
de genes individual se evalu6 en 24 muestras de RNA pertenecientes a seis participantes (Figura
16). La seleccion de los participantes se hizo de acuerdo a los criterios de calidad descritos ante-
riormente (Figura 16). El procesamiento de las muestras cumplié con todos los criterios de calidad
estipulados por Illumina para el analisis de microarreglos. Los datos crudos sugieren que la mayor
proporcidn de muestras se agrupan por individuo con valores-p aproximadamente no sesgados (AU)
y valores de probabilidades de arranque (BP) mayores de 95 (Figura 17). El analisis bioinformético
de datos demostré que el consumo agudo de cocoa indujo cambios en el nivel de transcripcion de
98 genes de los cuales 37 estuvieron subexpresados (Figura 18; Tabla 5A). Unicamente 18 genes
cambiaron su nivel de expresion posterior al consumo de placebo, de ellos, tres estuvieron subex-
presados (Figura 18; Tabla 5B). La magnitud del efecto minimamente detectado de gen interleuci-
na-8 (CXCL8 o IL8) posterior al consumo agudo de cocoa fue A Cohen=4.4, el cual se considera

moderado. El andlisis de poder post-hoc utilizando este dato fue del 68% [84].
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20 participantes
Bajo dos tratamientos (cocoa/placebo) y dos
condiciones (basal / 2h) = 80 muestras

Criterios de exclusidn

¢ Casos incompletos (< 4 muestras)

¢+ RNA de baja calidad (RIN <9)

¢ Concentracion baja de RNA (< 1ug)

Aleatorizacién (n=12 casos; 24 muestras)

[ Microarreglo ] |
Cocoa-Placebo (n=6 casos; 12 muestras) Placebo-Cocoa (n=6 casos; 12 muestras)
\ [ Anilisis ] l
Q
Analizados (n= 12 arreglos) Analizados (n= 12 arreglos)
¢ Excluidos del anélisis (n= 0) ¢ Excluidos del anélisis (n=0)
\ [ Resultados ] \
L J
98 genes diferencialmente expresados 18 genes diferencialmente expresados

Figura: 16 Diagrama de flujo de las muestras de RNA analizadas en microarreglo.
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Figura 17: Analisis de
- agrupamiento de las muestras. El
dendograma de agrupamiento
jerarquico no supervisado sobre
valores de expresion de genes
el normalizado muestra un
agrupamiento adecuado de las
94178 muestras de acuerdo a su
8 clasificacién. Las etiquetas se
87 |85 definen como: sujeto ID {0.1:06},

{Tx1: cocoa, Tx2: placebo} y
condiciones {B: basal, 2h: después
de 2 horas}. El agrupamiento se
realiz6 con correlaciones
Spearman, distancias Euclidianas y
ligamiento promedio. Los nimeros
en rojo representan AU
(aproximados no sesgados) vy
valores-p (%). Los nudmeros en
verde representan BP (probabilidad
de arranque).
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Figura 18: Mapas de calor de genes diferencialmente expresados posterior al consumo agudo de un
concentrado de cocoa y placebo. El andlisis de expresion se llevé a cabo en los mismos individuos antes y 2
h después del consumo de cocoa y placebo. Los genes diferencialmente expresados se identificaron en 24
muestras de PBMCs pertenecientes a seis participantes {dos tratamientos (cocoa y placebo), bajo dos
condiciones (basal y 2h)}. Cada mapa de calor contiene seis columnas; las columnas 1-3 muestra el nivel de
expresion en condiciones basales y las columnas 4-6 muestra el nivel de expresion del mismo individuo, 2
horas después de haber consumido el tratamiento. El color verde denota un nivel de expresion disminuido,
mientras que el color rojo denota un nivel de expresion aumentado. Los datos estan organizados por grupo;
el Grupo-1 consumié los tratamientos en secuencia Cocoa-Placebo y el Grupo-2 lo hizo en el orden
contrario.
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Tabla 5A  Genes diferencialmente expresados posterior al consumo agudo de cocoa
Log Ratio p-value [} Symbol Entrez Gene Name Location Type(s)

0.33 3.83E-03 FAM108C1 ABHD17C abhydrolase domain containing 17C Otro enzima

0.347 6.54E-03 ADRB2 ADRB2 adrenoceptor beta 2 Membrana Plasmatica Receptor acoplado a proteina-G
1.885 1.37E-06 AHSP AHSP alpha hemoglobin stabilizing protein Citoplasma Otro

3.182 7.9-07 ALAS2 ALAS2 5'-aminolevulinate synthase 2 Citoplasma enzima
-0.312 5.99E-03 ANKRD54 ANKRDS54 ankyrin repeat domain 54 Nucleo regulador transcripcional
0.359 7.7€-03 ARHGAP17 ARHGAP17 Rho GTPase activating protein 17 Citoplasma Otro

1.099 6.95E-05 CA1 CA1 carbonic anhydrase 1 Citoplasma enzima
-0.508 6.9E-03 CAPG CAPG capping actin protein, gelsolin like Nucleo Otro
-0.396 5.09E-03 CD36 CD36 CD36 molecule Membrana Plasmética transmembrane receptor
0.306 7.88E-03 CETN1 CETN1 centrin 1 Nucleo enzima
-0.319 4.57E-03 CKAP4 CKAP4 cytoskeleton associated protein 4 Citoplasma Otro

-0.41 2.38E-03 CLK1 CLK1 CDC like kinase 1 Nucleo cinasa
-0.455 9.52E-03 coTL1 coTL coactosin like F-actin binding protein 1 Citoplasma Otro
-0.688 7.36E-03 8 CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8 Espacio Extracelular cytokine

0.734 6.84E-03 CXCR1 CXCR1 C-X-C motif chemokine receptor 1 Membrana Plasmética Receptor acoplado a proteina-G
0.869 6.13E-04 IL8RB CXCR2 C-X-C motif chemokine receptor 2 Membrana Plasmaética Receptor acoplado a proteina-G
0.49 2.77E-03 'WDR40A DCAF12 DDB1 and CUL4 associated factor 12 Citoplasma Otro

0.401 7.85E-03 DDR1 DDR1 discoidin domain receptor tyrosine kinase 1 Membrana Plasmética cinasa

1.214 4.36E-06 EPB42 EPB42 erythrocyte membrane protein band 4.2 Membrana Plasmatica transportador
0.557 8.72E-04 FAMA46C FAM46C family with sequence similarity 46 member C Espacio Extracelular Otro
0.396 8.07E-03 FPR1 FPR1 formyl peptide receptor 1 Membrana Plasmtica Receptor acoplado a proteina-G
0.316 9.34E-03 GFI1 GFIn growth factor independent 1 transcriptional repressor Nucleo regulador transcripcional
0.436 4.11E-03 GYPE GYPE glycophorin E (MNS blood group) Membrana Plasmatica Otro

3.707 2.24E-05 HBA1 HBA1/HBA2 hemoglobin subunit alpha 2 Espacio Extracelular transportador
1.729 1.34E-03 HBA2 HBA1/HBA2 hemoglobin subunit alpha 2 Espacio Extracelular transportador
1.581 5.9E-04 HBA2 HBA1/HBA2 hemoglobin subunit alpha 2 Espacio Extracelular transportador
2.202 3.99E-06 HBD HBD hemoglobin subunit delta Otro transportador
2.137 5.48E-05 HBE1 HBE1 hemoglobin subunit epsilon 1 Citoplasma transportador
1.582 3.43E-04 HBM HBM hemoglobin subunit mu Citoplasma Otro

073 3.78E-03 IFITIL IFIT1B interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 1B Citoplasma Otro
-0.436 2.08E-03 HS.552896 KCNC1 potassium voltage-gated channel subfamily C member 1 Membrana Plasmatica ion channel
0.748 1.37E-03 KCNG1 KCNG1 potassium voltage-gated channel modifier subfamily G member 1 Membrana Plasmética ion channel
-0.395 3.67E-03 KREMEN2 KREMEN2 kringle containing transmembrane protein 2 Otro Otro

0.323 5.3E-03 KRTAP9-5 KRTAP9-9 keratin associated protein 9-9 Citoplasma Otro

0.396 7.87E-03 LARGE LARGE1 LARGE xylosyl- and glucuronyltransferase 1 Citoplasma enzima

0.798 8.36E-03 LOC440313 LOC440313 protein enabled homolog Otro Otro
-0.405 1.45E-03 LRRN3 LRRN3 leucine rich repeat neuronal 3 Espacio Extracelular Otro
-0.428 2.39E-03 MGST1 MGST1 microsomal glutathione S-transferase 1 Citoplasma enzima

-0.42 1.47E-03 MIIP Mip migration and invasion inhibitory protein Otro Otro
-0.448 3.68E-03 MPZL2 MPZL2 myelin protein zero like 2 Membrana Plasmatica Otro
-0.364 9.08E-03 MS4A6A MS4A6A membrane spanning 4-domains A6A Otro Otro

0.805 3.37E-04 MUC6 MUC6 mucin 6, oligomeric mucus/gel-forming Espacio Extracelular Otro

0.422 3.05E-03 MYO1B MYO1B myosin 1B Citoplasma enzima

0.338 4.98E-03 NIPAL4 NIPAL4 NIPA like domain containing 4 Otro Otro

0.311 9.24E-03 NUAK2 NUAK2 NUAK family kinase 2 Otro cinasa

0.466 2.38E-03 ORM1 ORM1 orosomucoid 1 Espacio Extracelular Otro
-0.398 1.76E-03 OSBPL8 OSBPL8 oxysterol binding protein like 8 Membrana Plasmatica transportador
-0.506 3.06E-03 PFDNé PFDNé prefoldin subunit & Citoplasma Otro

0.432 6.36E-03 PKHD1 PKHD1 PKHD1, fibrocystin/polyductin Membrana Plasmatica Otro

0.407 3.61E-03 PPAPDC1B PLPPS phospholipid phosphatase 5 Otro phosphatase
-0.314 4.55E-03 A26C3 POTEG (includes Otros) POTE ankyrin domain family member G Otro Otro
0.372 7.35E-03 PTPRC PTPRC protein tyrosine phosphatase, receptor type C Membrana Plasmtica phosphatase

0.46 8.2E-03 RAP1GAP RAP1GAP RAP1 GTPase activating protein Citoplasma Otro

1.019 1.22E-03 RNF213 RNF213 ring finger protein 213 Citoplasma enzima

-0.905 9.09E-03 RNU1G2 RNU1-4 RNA, U1 small nuclear 4 Otro Otro

-0.582 6.15E-03 RPPH1 RPPH1 ribonuclease P RNA component H1 Otro Otro

0.644 2.31E-04 SELENBP1 SELENBP1 selenium binding protein 1 Citoplasma Otro

1.161 1.66E-03 SERPINA13 SERPINA13P serpin family A member 13, pseudogene Espacio Extracelular Otro

0.428 3.99E-03 SESN3 SESN3 sestrin 3 Espacio Extracelular Otro

0.933 6.73E-03 SLC25A37 SLC25A37 solute carrier family 25 member 37 Citoplasma transportador
0.635 3.67E-03 SLC25A39 SLC25A39 solute carrier family 25 member 39 Citoplasma Otro

0.421 7.25E-03 RUNDC2C SNX29P2 sorting nexin 29 pseudogene 2 Otro Otro

0.676 4.15E-04 STRADB STRADB STE20-related kinase adaptor beta Citoplasma cinasa

0.376 7.26E-03 TGFBR3 TGFBR3 transforming growth factor beta receptor 3 Membrana Plasmética cinasa

0.35 5.64E-03 TIGIT TIGIT T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains Membrana Plasmatica Otro

-0.32 8.1E-03 TMEM165 TMEM165 transmembrane protein 165 Membrana Plasmética Otro

0.714 8.4E-03 GPRI175 TPRAT transmembrane protein adipocyte associated 1 Membrana Plasmitica Receptor acoplado a proteina-G
-0.35 9.36E-03 TPT1 TPT1 tumor protein, translationally-controlled 1 Citoplasma Otro

-0.541 5.43E-03 TRIM44 TRIM44 tripartite motif containing 44 Citoplasma Otro

0.512 7.14E-03 TSPANS TSPANS tetraspanin 5 Membrana Plasmatica Otro

-0.389 6.43E-03 UGCG UGCG UDP-glucose ceramide glucosyltransferase Citoplasma enzima

-0.501 6.5E-03 uimct uimct ubiquitin interaction motif containing 1 Nucleo Otro

0.315 5.18E-03 uTY uTY ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat containing, Y-linked Nucleo enzima

0.734 1.75€-03 ZADH2 ZADH2 zinc binding alcohol dehydrogenase domain containing 2 Citoplasma enzima
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-1.054 4.12E-04 ZNF573 ZNF573 zinc finger protein 573 Nicleo Otro
1.181 1.94E-05 LOC100131164 No identificado
0.95 9.81E-04 LOC644852 No identificado
0.652 2.16E-03 LOC389599 No identificado
0.609 1.97€-03 LOC283663 No identificado
-0.599 8.25E-03 LOC100129882 No identificado
0.576 3.12E03 LOC100131391 No identificado
0.56 8.3E-03 LOC642469 No identificado
-0.375 357E-03 LOC399804 No identificado
-0.357 8.91E-03 LOC645351 No identificado
0.348 8.6E-03 LOC644012 No identificado
0.322 8.73E-03 HS.527387 No identificado
0.315 5.226-03 C1ORF183 No identificado
0.315 9.78E-03 LOC374491 No identificado
0.311 4.86-03 HS.545536 No identificado
-0.306 7.07E-03 HS.578383 No identificado
0.306 4.19E-03 LOC391347 No identificado
-1.045 4.37E-03 RNU1-5 No identificado
0.393 1.92E-03 LOC649185 No identificado
0.351 9.59E-03 LOC100132506 No identificado
0.343 2.56E-03 C10RF21 No identificado
0.331 5.06E-03 LOC648879 No identificado
-0.304 4.73E-03 LOC728505 No identificado
-0.303 5.83E-03 LOC729992 No identificado
Tabla 5B  Genes diferencialmente expresados p jor al gudo de placeb
Log Ratio p-value 1D Symbol Entrez Gene Name Location Type(s)
0.467 7.9E-03 AP2B1 AP2B1 adaptor related protein complex 2 beta 1 subunit Membrana Plasmética transportador
0.343 9.22E-03 CACNA2D3 CACNA2D3 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit alpha2delta 3 Membrana Plasmética ion channel
0.63 253603 cTsz cTsz cathepsinZ Citoplasma peptidase
-0.364 7.08E-03 CXCR4 CXCR4 C-X-C motif chemokine receptor 4 MembranaPlasmética  Receptor acoplado a proteina-G
0.374 5.34E-03 DLG4 DLG4 discslarge MAGUK scaffold protein 4 Membrana Plasmética cinasa
0.404 8.73E-03 ERH ERH enhancer of rudimentary homolog (Drosophila) Ncleo Otro
0.472 7.26E-04 G6PD G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase Citoplasma enzima
0.407 5.77E-03 GTF2H4 GTF2H4 general transcription factor [1H subunit 4 Ncleo regulador transcripcional
0.391 5.68E-03 MEPCE MEPCE methylphosphate capping enzyme Otro enzima
-0.422 6.13E-03 PRR13 PRR13 prolinerich 13 Ncleo Otro
-0.318 4.61E-03 RBM3 RBM3 RNA binding motif (RNPL, RRM) protein 3 Citoplasma otro
0.62 6.15E-03 UBE2E1 UBE2E1 ubiquitin conjugating enzyme E2 E1 Citoplasma enzima
-0.455 4.29E-03 LOC389049 No identificado
0519 5.21E-03 DKFZP781G0119 No identificado
-0.38 7.43E-03 LOC643452 No identificado
0312 8.37E-03 LOC554208 No identificado
-0.31 5.25E-03 LOC653257 No identificado
0.335 3.94E-03 LOC100130884 No identificado
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8.4.2.1 Analisis de enriquecimiento de genes diferencialmente expresados

Los analisis de enriquecimiento funcional se hicieron con el objetivo de dilucidad la funcion de va-
rios genes cuya expresion cambio posterior al consumo agudo de cocoa y placebo a través de IPA.
Los resultados de dichos analisis revelan que los genes diferencialmente expresados posterior al
consumo de cocoa se asociaron a 423 funciones anotadas, de las cuales 30 tuvieron puntaje-Z vali-
dos (Tabla 6A), sin embargo, solo tres funciones pasaron el punto de corte previamente establecido
(puntaje-Z < -1.50 >1.5): i. Disminucion de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(p=9.58E-4; puntaje-Z = -2.216), ii. Activacion de leucocitos (p=4E-3; puntaje-Z = -1.966) v, iii.
Infeccion viral (p=9.8E-4, puntaje-Z=-1.667) (Figura 19). Otras funciones anotadas que han sido

previamente asociadas al consumo de cocoa pero que no alcanzaron el punto de corte para el punta-

je-Z establecido fueron: cantidad de Ca2?* (p=2.51E-05; puntaje-Z = 1.05) y movilizacién del Ca?*

(p=3.62E-05; z-score= -0.464). Los genes diferencialmente expresados posterior al consumo de
placebo estuvieron involucrados en 141 funciones de las cuales dos tuvieron puntajes-Z validos

pero ninguna paso el punto de corte previamente establecido (Tabla 6B).
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Figura 19: Analisis de enriguecimiento de los genes diferencialmente expresados posterior al consumo de
cocoa. Los analisis de enriguecimiento se realizaron utilizando el software IPA. Redes de genes
diferencialmente expresados de funciones enriguecidas que tuvieron un puntaje-Z de activacién < -1.5 o
>1.5; Disminucion de la produccién de ROS (p=9.58E-4; puntaje-Z = -2.216), Activacién de leucocitos
(p=4E-3; puntaje-Z = -1.966) y, Infeccion viral (p=9.8E-4, puntaje-Z=-1.667).
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Tabla 6A: Analisis de enriquecimiento funcional de genes modulados posterior al consumo de cocoa

Activation

Category FunctionsAnnotation p-Value Jscore Molecules #Molecules
Free Radi i Pra i f i .58E- -2.21
ree Radical Scavenging oduction of re@ctnve oxygen 9.58E-04 6 CD36,CXCL8,FPRLHBALHBA2,SESN3 5
species
Cell-To-Cell Signaling and Interaction, 4E-03 -1.966 5
Hematological System Development and A
Function, Immune Cell Trafficking, Activation of leukocytes CXCL8,CXCR2,PTPRC, TIGIT, TPT1
Inflammatory Response
Infectious Diseases Viral Infecti 2.72E-02 -1.667 CD36,CLK1,CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPR1,HBAL/ 13
iral Infection HBA2,HBE1PTPRC,STRADB, TPT1,TRIM44,UTY
Lipid Metabolism, Small Molecul . . 3.02E-02 -1.462 5
pra Metabolism, olecue Synthesis of lipid COTL1,CXCL8,FPRLLARGE,UGCG
Biochemistry
Cell-To-Cell Signaling and Interaction Activation of cells 6.11E-03 -1.418 CXCL8,CXCR1,CXCR2,PTPRC,TIGIT,TPT1 6
Ll'pld Me.(ab()“sm' Small Molecule Fatty acid metabolism 6.83E:04 -1004 CD36,COTL1,CXCL8,FPR1,LARGE,OSBPL8,UGCG 7
Biochemistry
Cell Morphology Cell spreading 3.57E-03 -0.958 CD36,CXCL8,CXCR2,RAP1GAP 4
Cellular Movement Migrati f call 2.27E-02 -0.818 ADRB2,CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,DDR1,FPR1,0R 11
gration of cells M1,RAPLGARTGFBR3,TPT1
Cell-To-Cell Signaling and Interaction Binding of cells 2.57E-03 -0.806 CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,0RM1,RAP1GAP 6
Cellular Movement, Immune Cell Trafficking Leukocyte migration 1.61E-02 -0.563 CXCL8,CXCR1,CXCR2,DDR1,FPR1 5
Cell-To-Cell Signaling and Interaction Binding of blood cells 1.53E-04 -0.515 CXCL8,CXCR1,CXCR2,0RM1,RAP1GAP 5
Cell Signaling, Molecular Transport, Vitamin Mobilization of Caz+ 862805 0464 ADRB2,CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPRLPTPRC, TPT1 7
and Mineral Metabolism
Inflammatory Response Inflammatory response 1.28E-02 -0.299 CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPR1,0RM1 5
Cellular Movement, Hematological System Chemotaxis of | 1.92E-03 -0.278 4
Development and Function, Immune Cell emo alx'sko fmononuclear CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPRL
Trafficking, Inflammatory Response eukocytes
Cell Death and Survival Apoptosis of leukemiacell lines 3.63E-02 -0.277 GFI1,PTPRC,TPT1,UGCG 4
Cellular Movement Cell movement of blood cells 3.66E-03 -0.259 CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,DDR1,FPR1 6
Cellular Movement Chemotaxis of cells 1.4E-02 -0.227 CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPR1 5
Cell-To-Cell Signaling and Interaction, Bindi f orofessional 5.29E-05 -0.211 4
Hematological System Development and " 'h”g oF pro °” CXCL8,CXCR1,CXCR2,0RM1
Function, Inflammatory Response phagocytic cells
Cell-To-Cell Signaling and Interaction Adhesion of blood cells 2.23E-04 -0.2 ADRB2,CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,0RM1 6
Cellular Movement, Hematological System 3.13E-04 -0.153 4
Development and Function, Immune Cell Chemotaxis of neutrophils CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPRL
Trafficking, Inflammatory Response
Cell-To-Cell Signaling and Interaction Binding of tumor cell lines 4.16E-03 -0.152 CD36,CXCR1,CXCR2,RAP1GAP 4
Cell-To-Cell Signaling and Interaction, 6E-03 -0.121 4
Hematological System Development and Adhesion of immune cells CXCL8,CXCR1,CXCR2,0RM1
Function, Immune Cell Trafficking
Cardlpvascular System Development and ChemotaX|sqf endothelial cell 1.57E-07 -0.102 CD36,CXCL8,CXCRLCXCR2 4
Function, Cellular Movement lines
lular D H |ogi 4.15E-02 4
Cellular Development, Hemetological SYStem | - uccerriiation of blood cells SEO 0 CXCL8,CXCR1,CXCR2,PTPRC
Development and Function
Cellular Movement cal t 2.08E-02 0.082 ADRB2,CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,DDR1,FPR1,NU 12
movemen AK2,0RM1,RAPIGAPTGFBR3,TPT1
Cellular Movement Transmigration of cells 3.92E-04 0.343 CXCL8,CXCR2,FPR1,RAP1GAP 4
Cardiovascular System Development and Movement of vascular 2.56E-03 0.528 4
Function, Cellular Movement endothelial cells CD36,CXCLE,CXCR2,0RML
Cardiovascular System Development and Migration of endothelial cells |~ 025702 o927 CXCL8,CXCRL,CXCR2,0RM1 4
Function, Cellular Movement
Cardlpvascular System Development and Cell movement of endothelial 4.06E-03 0.987 CD36,CXCL8,CXCRLCXCR2,0RML 5
Function, Cellular Movement cells
Cell Signaling, Molecular T t, Vitami . 2.51E-05 1.047 CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPR1,HBAL/ 7
gnaling, Molecular Transport, Vitamin Quantity of Ca+

and Mineral Metabolism

HBA2,0RM1,PTPRC

Tabla 6B: Analisis de enriquecimiento funcional de genes modulados posterior al consumo de placebo

. . Activation
Category FunctionsAnnotation p-Value 2-score Molecules #Molecules
Infectious Diseases Infection by RNA virus 4.58E-04 0.471 AP2B1,CACNA2D3,CTSZ,CXCR4,UBE2E1 5
Infectious Diseases Infection of tumor cell lines 6.24E-04 0.594 AP2B1,CTSZ,CXCR4,UBE2E1 4

51 de 86



8.4.2.2 Validacion de genes diferencialmente expresados

Los cambios en los niveles de expresion de cinco genes diferencialmente expresados posterior al
consumo agudo de cocoa (IL8, IL8RB, CD36, ADRB2 y FPR1) se validaron por qPCR en tiempo
real utilizando 40 muestras de RNA pertenecientes a diez participantes. Los genes validados se se-
leccionaron de acuerdo a su magnitud de cambio y participacion en al menos tres vias funcionales.
La consistencia en la direccion de los cambios entre los datos del microarreglo y gPCR se observo
para IL8, ILS8RB, CD36 y ADRB2. Unicamente FPR1 presenté diferencias en los cambios observa-

dos entre los dos métodos (Tabla 7).

Tabla 7: Validacion. Sintesis de cDNA y gPCR en tiempo real

Log Ratio p-Value
Array qPCR Array qPCR
CXCR2 10.869 10.061 6.13E-03 0.26
ADRB2 10.347 1 0.044 6.54E-03 0.05
FPR1 1 -0.396 10.035 8.07E-03 0.21
CD36 | -0.396 | -0.052 5.09E-03 0.04
CXCLS | -0.688 | -0.295 7 .36E-03 0.08

Cinco genes diferencialmente expresados fueron validados por
gPCR en tiempo real utilizando el equipo Quantum DNA. El
analisis de datos se hizo a través de cuantificacion absoluta
utilizando curvas estandar.
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9. DISCUSION

El estudio pretendio evaluar el cambio en la expresion de genes en PBMCs derivados del consumo
agudo y crénico de cocoa de alto contenido en polifenoles y placebo, y analizar la concentracion de
metabolitos de (-)-epicatequina, que pueden a su vez, modular la capacidad antioxidante en plasma.
El disefio cruzado en la fase aguda permitié controlar por variables confusoras como el fondo
genético y las caracteristicas fisiologicas de los sujetos de estudio, también permitio analizar la
respuesta individual bajo dos condiciones, lo cual aumenta la confiabilidad de los resultados y
optimiza el tamafio de la muestra [13] . El concentrado de cocoa es una fuente primaria de (-)-
epicatequina, es disponible y se consume en todo el mundo. El contenido de (-)-epicatequina varia
entre productos, el concentrado de cocoa utilizado en el presente estudio contiene alrededor de
cuatro veces mas procianidinas y ocho veces mas (-)-epicatequina que la cocoa convencional. La
dosis consumida en este estudio esta dentro de el rango de investigaciones previas [18, 85, 86] y
aungue mas alta que el consumo promedio poblacional, es considerada alcanzable a través de la
dieta [16]. La biodisponibilidad de los polifenoles de cocoa consumidos a través de pildoras, se
confirmé por cuantificacion de metabolitos secundarios en muestras de plasma 2 h posterior al

consumo de los tratamientos.

El perfil de metabolitos fue diferente entre individuos, en concordancia con publicaciones previas
[16, 87]. La variacion interindividual se ha atribuido a la absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion de los compuestos bioactivos, asi como a la heterogeneidad en la respuesta bioldgica de
los consumidores [88, 89]. En el presente estudio, las mujeres presentaron concentraciones
ligeramente mas elevadas de metabolitos circulantes que los hombres. Este fendmeno se ha descrito
previamente tanto en modelos animales como en humanos [16]. A pesar de ello, los metabolitos mas
abundantes (E3G, E3S, E4G, 3MES) estuvieron distribuidos similarmente en todas las muestras y
contribuyeron con casi el 85% del total de la concentracion plasmatica. El perfil de metabolitos se
ha analizado en algunos estudios utilizando diferentes dosis, vehiculos y métodos analiticos [16, 17,
87, 90]. Los resultados de nuestro estudio revelan un aumento similar en la concentracion y patron
de distribucién que estudios previos, aunque la falta del estdndar para 3'-O-Metil(—)-epicatequin-5-
sulfato no nos permitié cuantificar este metabolito [17, 91]. La proporcién de (-)-epicatequin
glucurdnidos en este estudio refleja los resultados de Rodriguez-Mateos et al. [85], posterior al
consumo de una dosis similar de (-)-epicatequina y son ligeramente mayores que las
concentraciones descritas por Ottaviani et al., [16, 87]. Como sugiere Actis-Goretta et al., el perfil
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de distribucion de los metabolitos podria estar influenciado por la cantidad de (-)-epicatequina
consumida; el consumo de una dosis méas alta de podria resultar en una concentracion méas de
glucurdnidos a expensas de sulfatos [17]. La concentracion de metabolitos posterior a la

suplementacidon crénica no fue diferente a la suplementacion con una sola dosis (aguda).

La actividad antioxidante de los polifenoles de cocoa y de otros alimentos ricos en flavonoides es
un tema controversial debido a la diversidad de resultados obtenidos en diferentes estudios [92]. En
el presente estudio no se observaron diferencias en la capacidad antioxidante del plasma posterior al
consumo agudo o crénico de cocoa. Ninguno de los metabolitos evaluados, o la suma de ellos, se
relacioné a cambios en la capacidad antioxidante del plasma. La ausencia de cambios se puede
deber a la baja biodisponibilidad de los flavanoles, algunos estudios han estimado que Unicamente
el 20% de los flavanoles consumidos via oral se absorben en duodeno y son transferidos al torrente
y Organos especificos como metabolitos de (-)-epicatequina en rangos que oscilan en valores nM,
mientras que otros antioxidantes exdgenos como la vitamina C se encuentra en rango mM. Ademas,
los metabolitos identificados en plasma tienen menor capacidad antioxidante que los aglicones. En
concordancia, hallazgos recientes de Ottaviani et al., demostraron la ausencia de productos de
oxidacion de (-)-epicatequina (orto-quinonas o aductos asociados a quinonas) posterior al consumo
de (-)-epicatequina marcada radiactivamente en humanos, refutando la hipétesis de que los efectos
sistéemicos mediados por (-)-epicatequina se basan en mecanismos antioxidantes directos asociados
a la transferencia de electrones [16]. Por el contrario, los flavanoles de cocoa podrian actuar a través
de mecanismos antioxidantes indirectos, como consecuencia de la interaccion entre antioxidantes
exogenos como los metabolitos de (-)-epicatequina y estructuras de la membrana celular, que
pueden resultar en la modulacion vias de proteccion antioxidante enddgena, caracterizadas por
enzimas como la SOD, glutation peroxidasa y catalasa [92-94]. Esta respuesta esta relacionada a la

regulacién de genes de respuesta inflamatoria.

El cambio en la expresion de enzimas asociadas a respuesta antioxidante posterior al consumo de
cocoa ha sido previamente descrito en animales y humanos [95, 96]. Los resultados del presente
estudio demuestran que el consumo de una dosis Unica de cocoa (fase aguda) aumenta la expresion
de SOD2 en PBMCs, este aumento fue mayor que el derivado del consumo diario durante cuatro
semanas (fase cronica). Se han observado efectos similares posterior a suplementacion durante tres

meses con cocoa rica en (-)-epicatequina (100 mg) en biopsias de musculo esquelético de pacientes
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con diabetes tipo 2 y falla cardiaca [96]. Es probable, que el consumo de (-)-epicatequina module la
activacion de factores de transcripcion que promueven la respuesta antioxidante enddgena. La
SOD2 es una de las principales barreras antioxidantes del organismo y se expresa en la mitocondria,
en donde se produce mas del 70% de las ROS. El consumo diario de (-)-epicatequina fue capaz de
aumentar indicadores de biogénesis mitocondrial y sistemas que regulan los niveles de estrés
oxidativo, como SOD en células endoteliales [97]. Los datos del presente estudio sugieren que el
efecto del consumo agudo de cocoa sobre el cambio en la expresién de un gen es mayor que el
cambio posterior al consumo crénico. Un mayor tamafio de la muestra aumentaria el poder del

estudio y esclareceria los efectos observados.

El efecto de los polifenoles de cocoa sobre la expresion de genes objetivo es un fendmeno
ampliamente estudiado in vitro y en modelos animales [59, 60, 95, 98]. Sin embargo, a la fecha no
se han identificado estudios de intervencion que evallen el efecto sobre el perfil de expresion global
en humanos. Considerando que la magnitud del cambio en la expresion de SOD2 fue mayor en la
fase aguda del estudio, analizamos el efecto que tenia el consumo de una sola dosis de cocoa sobre
el perfil de expresion global, los resultados fueron comparados con el efecto en el mismo individuo,
posterior al consumo de placebo. Debido a falta de estudios que utilizan catequinas como vehiculo
de intervencidn, los resultados del analisis de expresién global se discuten en el contexto de otros
estudios clinicos bien realizado que evalGan el efecto de flavonoides similares, procedentes del
aceite de oliva, semillas de uva y una mezcla de flavonoides y aceite de pescado en sujetos con
diferentes fenotipos (por ejemplo: fumadores, hipertensos, obesos), durante periodos de tiempo més
largos [93, 99-101]. La exposicion a flavanoles de semillas de uva (200 mg) produjo cambios en la
expresion de 864 genes de leucocitos en siete hombres fumadores, los cambios observados son
sugerentes de una disminucion en la adhesion celular al tejido endotelial [99]. En este estudio
realizado por Tome-Carneiro et al. [93], en pacientes diabéticos tipo 2 e hipertensos con enfermedad
arterial coronaria, se encontré que el consumo de un extracto de uva fortificado con resveratrol (8
mg) durante un afio disminuyd la expresién de moléculas inflamatorias clave (TNF-a, IL-1b, IL8)
en PBMCs. Vias de sefializacién similares (respuesta antiviral e inflamatoria) fueron moduladas en
células de sangre periférica de mujeres obesas posterior al consumo de una mezcla de aceite de
pescado y flavonoides que contenia epigalocatequina del té verde, quercetina, isoquercetina y
omega-3 durante diez semanas [100]. Finalmente, el consumo de aceite de oliva durante tres

semanas redujo la expresion de genes que participan en el sistema renina-angiotensina-aldosterona
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(IL8RA, ADRB2, ACE, NR1H2) en PBMCs de individuos sanos [101]. La respuesta observada en
el presente estudio es concordante con efectos previamente en la modificacion de transcritos como
IL8, ILBRA, ADRB2 y FPR1, y vias de sefializacion como la disminucion de la produccion de ROS
y la activacion de la respuesta viral de leucocitos. En el presente estudio, estos efectos fueron
observados incluso después del consumo de una dosis Unica de cocoa de alto contenido en
polifenoles. A pesar de las diferencias en el tiempo de exposicidn (dosis Unica vs repetitiva), en el
estado de los participantes (sanos vs enfermos) y en el tipo de flavonoides, los resultados de los
estudios antes mencionados convergen en una respuesta celular caracterizada por un efecto y
disminucion de la produccion de ROS. Esta respuesta pareciera atenuar la activacion y migracion de
células inmunes al endotelio, lo cudl puede estar asociado a beneficios inmunoldgicos y
cardiovasculares subyacentes al consumo de cocoa [24]. Ademas, una via asociada a la disminucion
de la respuesta viral se identificd en el presente y en estudios previos que evaltan el efecto de los
flavonoides sobre la expresion en células sanguineas [100], este efecto podria estar relacionado al
aumento en factores que intervienen con la habilidad de los viruses de infectar y replicarse dentro

de las células posterior al consumo de flavonoides [100].

En el presente estudio se observé una respuesta en la expresion de genes variable intra- en inter-
individualmente. Por ello, mientras que la lista de genes diferencialmente expresados posterior al
consumo de cocoa no fue idéntica entre el Grupo 1y el Grupo 2, ambos sugieren las mismas vias.
Esta variacion se ha rastreado a diferencias en las proporciones relativas de los diferentes subtipos
celulares, al sexo y a la edad de los participantes [89, 102]. Sin embargo, es poco probable tener
fluctuaciones en las frecuencias de los sub-tipos celulares posterior al consumo de una dosis Unica
de cocoa [99, 100]. Las diferencias en la transcripcion se deben, con mayor probabilidad, al perfil
de expresion basal de los participantes, como lo sugiere el agrupamiento de la mayor parte de las
muestras de cada individuo como vecino cercano (Figura 17). Las diferencias en la expresion de
genes podria también reflejar la influencia de factores genéticos o ambientales [102]. Como lo
propuso recientemente Manach et al. [89], el mayor desafio en el area nutrigendmica sera el
desarrollo de métodos y herramientas que permitan fenotipificar y estratificar a los individuos con
base en su habilidad para responder al consumo de compuestos bioactivos en las plantas. En
conjunto, los genes diferencialmente expresados en este estudio convergen en tres redes mayores de

regulacién: i. la disminucién en la produccion de ROS [FPR1, IL-8, Sestrina 3 (SESN3), CD36,

HBA1/HBAZ2], ii.modulacién del Ca?* [(ADRB2, IL8, IL8RA, IL8RB, FPR1, Protein Tyrosine
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Phosphatase, Receptor Type C (PTPRC), TPT1 HBA1/ HBA2, ORM1)], iii. modulacion de la
respuesta inflamatoria (IL8, PTPRC, TIGIT, TPT1, FPR1, IL8RA and IL8RB). La modulacion de
ROS mediada por calcio a través del consumo de metabolitos de (-)-epicatequina pareciera ser un
mecanismo prominente a través del cudl estas substancias puedan ejercer los efectos bioldgicos [71,
103]. Otros flavonoides también se han relacionado a este efecto en modelos in vitro y animales
[104].

El presente estudio tiene diversas limitaciones. Primero, el analisis de expresion de genes se realiz6
en un subgrupo de participantes que tenian el conjunto de muestras completas y que cumplieron con
los criterios para ser analizados por microarreglo. A pesar del reducido tamafio de la muestra y del
poder insuficiente (68%), los cambios identificados en la expresion de genes concuerdan con los
hallazgos de estudios previos que evallan el efecto de otros polifenoles en muestras mas grandes o
similares [93, 99, 100]. El perfil de expresion de cada tratamiento sugiere diferencias claras en los
efectos observados y la validacion de los resultados utilizando gPCR en tiempo real confirma estos
hallazgos. Una segunda limitacion del estudio es que el analisis de la expresion de genes se realizo
en PBMCs que incluyen sub-grupos de células funcionales, y que no reflejan necesariamente el
efecto de los metabolitos en otros tejidos. Sin embargo, estas células se han utilizado extensamente
para investigar el efecto de intervenciones dietéticas [105]. Una tercera limitante es el uso de un
extracto de cocoa que contiene otros compuestos ademas de polifenoles. Mientras que la evidencia
previa sugiere que la (-)-epicatequina es la cause de los efectos observados, el extracto de cocoa
contiene una amplia gama de polifenoles y otros compuestos bioactivos como la teobromina, y no
podemos descartar la contribucion de estos compuestos a los efectos observados. Como fortalezas
del estudio, el disefio cruzado permite comparar la respuesta individual bajo dos tratamientos, lo
cual permite controlar por factores de confusion que aumentan la variabilidad de los cambios
observados. El analisis simultaneo de los metabolitos conjugados y la capacidad antioxidante del
plasma provee informacidn sobre la falta de asociacion entre estas medidas. Este estudio confirma
que los cambios en la expresion de genes puede ocurrir posterior al consumo de una dosis Unica de

polifenoles en un corto periodo de tiempo.

La caracterizacion de la respuesta individual al consumo de polifenoles requiere futura

investigacion ya que se han identificado respondedores y no respondedores en estudios previos
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[89]. Se recomienda evaluar el efecto del consumo de polifenoles sobre el cambio en la expresion

de genes a corto y largo plazo utilizando tamafios de muestra mas grandes.

10. CONCLUSION

En conclusién, el consumo de cocoa rico en polifenoles aumentd la concentracion de metabolitos
derivados de (-)-epicatequina en plasma 2 h después de su consumo agudo y crénico sin cambios en
la capacidad antioxidante del plasma en las muestras de estudio. La respuesta transcripcional
observada en este estudio se caracteriz6 por una expresion diferencial moderada de genes asociados
a inflamacion que converge en tres mayores redes: la disminucién de la produccion de ROS, la
modulacion del Ca?*, y la modulacién de la respuesta inflamatoria. Estas vias se han asociado a los
efectos bioldgicos de otros polifenoles y pueden contribuir a explicar los efectos conocidos del

consumo de cocoa.
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ANEXO 1

C.

Instituto Nacional de
<z | Medicina Gendmica
-~ -~ x

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 participaciéon 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 prevencién de
enfermedades cronicas. 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 ningln 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 funcién 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 (&cido
ribonucleico. Una vez realizadas estas determinaciones, el ADN sera almacenado en el
Biobanco del Instituto Nacional de Medicina Gendémica (INMEGEN) y en Nestec Ltd. y
podré 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
codigos 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 informacién 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 dard a cambio dinero por su
participacién en el estudio. En cambio, usted recibira los resultados de su andlisis de
sangre, un estudio de su dieta y composicién corporal. Los suplementos seran
proporcionados sin ningin 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 consistira 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 informacién 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
duraciéon 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
realizara una segunda medicion de composicion corporal. Todas las consultas
seran dentro de la Clinica de Nutricién 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 consumid.

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

3.4. En cada visita, un profesional de la salud le tomard 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 debera 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 contara 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 alimentacién o ningan 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

* Evaluacion nutricia gratuita durante el estudio.

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

* Estudio de composicién corporal por impedancia bioeléctrica en equipo InBody.
* Orientacién alimentaria de acuerdo a los resultados del estudio.

6. (QUE PASA S| 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 pdéliza 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 andlisis y procedimientos finales
para su seguridad.

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

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

7. CONFIDENCIALIDAD

Toda la informacién recopilada durante el estudio ser& manejada con estricta
confidencialidad. Solo las personas que estan directamente relacionadas con el estudio
tendréan 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 médico y la informacién obtenida durante el estudio seran revisados por
representantes autorizados de Nestlé. Unicamente el cédigo 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 Investigacién 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 Unicamente en relaciéon al
cumplimiento de las obligaciones concernientes a este estudio.

Toda la informacién 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 excepcion a esta regla sera en caso de
identificar una enfermedad transmisible, en donde por obligacién legal se debera de
informar al Departo de Salud. En este caso, usted sera informado de nuestra intencién de
revelar dicha informacién 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 estd encargada de la
Comisién de Etica en Investigacion (CEl) 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 Declaracién de Helsinki (Gltima
modificacién: 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 descripcién 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 incluird 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
dano 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.
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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:

Direccidn:

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 participacién 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 informacién que
pudiera influir en mi voluntad de proseguir mi participacién, me seria revelada lo
antes posible.

O Estoy de acuerdo en que se revelaran los resultados del estudio, no obstante, mi
nombre y direcciéon 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 investigacion cubre
Unicamente dafos a la salud asociados a mi participaciéon 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 informacién. 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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ANEXO 2

0 “»

Instituto Nacional de
2\ Medicina Gendmica
/, "Oaco

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: Nimero telefénico:
Direcci6n:
E-mail:

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES

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

Obesidad Cardiopatias Hipertensién 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 Hipertensién Infarto

Diabetes 1 Diabetes 2 Hipercolesterolemia  Hipertrigliceridemia ___

Cancer Alcoholismo Problemas de tiroides

Otro (especificar)
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IREROAMERICANA

PADECIMIENTOS ACTUALES

MEDICAMENTOS EN EL ULTIMO MES

MEDICAMENTO DOSIS TIEMPO

ALERGIAS O REACCIONES A MEDICAMENTOS

CIRUGIAS

OPERACION FECHA

ASPECTOS GINECOLOGICOS

Nimero de embarazos: Fecha de la ltima menstruacién:

Dia / Mes / Afio

ESTILO DE VIDA

Tabaquismo

Nunca he fumado: Lo he dejado (Fecha):

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

Semana Mes
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UNIVERSIDAD
UBE ROAMERM ANA

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

Fumador actual:

Meses

Namero de cigarros / dfa: Nimero de afios:

Alcohol

(Toma bebidas alcohélicas? @ @ Nimero 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 pia 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

INI
R LIER AN

Esta seccién debera de ser llenada tinicamente por los investigadores.

Fecha: Cédigo del paciente:

Antropometria

OBSERVACIONES

Peso kg | kg
“Talla em | am |

kg/ kg/ |
IMC o 2
CE cm cm
Grasa % %
corporal
Masa grasa kg kg
Masa libre '
de grasa ke ke
Observaciones:

Persona que realiz6 la evaluaciéon:
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RECORDATORIO DE 24 HORAS

Entrevistador:
Visita No.

P#

Iniciales

Tiempo de comida Platillo Ingredientes/preparacion Equivalentes

Desayuno
Hora:

Fecha de aplicacion:
Recordatorio del dia:

Hora:

Colacion matutina

Comida
Hora:

Colacion

vespertina
Hora:

Cena
Hora:

NRC 11.16

Entrevistador

Fecha

€ OXaNV



ANEXO 4

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 Y I I I
Dia Mes Arfo

Edad del Paciente (en afios cumplidos)

Durante el ario previo a este dia ;Con qué frecuencia consumid 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 nimero correspondiente
a la frecuencia de consumo reportada.

FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO Mex | vec VECES ALA VECESAL

PRODUCTOS LACTEOS 0s ES SEMANA DIA

DE AL
UNA | MES

NUNCA| AL 1-3 1 2-4 56 1 23 &5 6
0 | MES (3} 4} () ) M {8) @

B

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

LI
[
LIl
L)
A J
e
LaEd

UNA CUCHARADA DE
QUESO CREMA

UNA TAZA DE
6 | YOGURTH O
BULGAROS

UN BARQUILLO CON
HELADO DE LECHE

o] o yo] o [e] o (o
Q0 00 0Q 0
ORd ORA ORKA0
o) o o] o yeo] o |0
ORd ORd ORA 0
o] ¢ o] o je] ¢ [0
QL O 000
QO 00 Q0
Q00 0Q 0

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 opcidon que considere mas
cercana a su realidad, incluya las frutas que estuvieron disponibles sélo en temporada.

1
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FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO ven [ vec | vecesata VECESAL
PR 0s | ES SEMANA DIA
DE AL
UNA | MES
VEZ
INUNCA| AL 13 1 2-4 56 1 2-3 45 6
{0) M“E)S 2) (3) 4 {5) {8} U] )] )]
8 |AMPLAAND OO0 O01010101010]|0
UN VASO CON JUGO
10 | DE NARANIAG O1010|0010[0(010]|0

i | ERAMANANA OO0 101010|10[|O0|O0(O

“ o o tE 10 1010001010100 (0

16 | UNA PERA OO0 01010|10|0|0(O

18 | UNA MANDARINA OO01010|10|10|10[0|0(0O

UN DURAZNO

20 | CHABACANO O O|10|0|0|10|10|10|10|1010

NECTARINA
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Durante el afio previo a este dia. ;Con qué frecuencia consumié usted huevos, cames y
embutidos?

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

FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO Men | vec VECES ALA VECES AL
HUVEO, CARNES Y 0S ES SEMANA DIA
EMBUTIDOS pE | AL
UNA | MES

NUNCA| AL 13 1 24 | 56 1 23 | 45 6
0 | MES | @ (3 4 (5) ) M L) @

% |HevooecaLNa 1O 1O O OO 1010101010

UNA REBANADA DE
JAMON O

30 | UN PLATO DE CARNE
DE CERDO

UN PEDAZO DE
CHICHARRON

O

= | GDEos O
| o |C

O

®

LONGANIZA

UN DE
38 | SARDINAS EN
JITOMATE




Durante el afio previo a este dia. ;Con qué frecuencia consumi6 usted verduras?
Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencias, la opcién que considere mas
cercana a su realidad.

FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO ven | vec | vecesala
VERDURAS os | Es SEMANA
bE | AL
Una | MES
VEZ
NNCA] AL | 13 | 1 | 24 | s | 1 | 23| a5 | 6
{0) M“E)S (2) (3) (4) () (6) Uy 8 ©
2 |qsocuso | O O OO OO |O[O[OO
( OO0 1O 1Q
MUNAPAPAOCAMOTEOOOOOOOOOO
OO0 0
us: | AROUADE QOO0 ]10101010(00O
OO0 Ia
saess  |olololololo|o|o]o]o
CALABACITAS O
CHAYOTES
| [erabariegt O 1010101001010 0|C
s0 | Remoeveroomas | O O OO OO OO OO
O 1O OO OO 10O 10 |C
sz:,‘é‘éi‘&‘t.i‘zim“ OO0 |10|10|10100(0|0O
® @® OO IO 101010

MEDIA TAZA DE
EJOTES

56 | CHILES DE LATA

O 1O (O 1O 1O OO OO |O
O10010[0|10(0|0(0]|0
O 1O 10 1O 1O 1O 1O O OO
O0|10(010|0(010|0|(0
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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 opcidon que considere mas
cercana a su realidad.

FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO

LEGUMINOSAS

59

61

UN PLATO DE
FRIJOLES

MEDIA TAZA DE
CHICHAROS

UN PLATO DE HABAS
VERDES

UN PLATO DE HABAS
SECAS

UN PLATO DE
LENTEJAS O
GARBANZOS

NUNCA
{0)

o] © goj @ (¢

O
O

VECESALA
SEMANA

2-4 56
4) (5)

OO
(OO

Q10
OO

T -
&

ORd OKJ O
Q0 Q0
CEd O K40
CQ 0QC0

VECES AL
DIA
2-3 &5 6
M &) {8}

FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO

CEREALES

74

UNA TORTILLA DE
MAIZ

TORTILLA DE TRIJO
(TORTILLA DE HARINA)

UNA REBANADA DE
PAN DE CAJA (TIPO
BIMBO)

UNA REBANADA DE
PAN DE CAJA
INTEGRAL

UN BOLILLO O TELERA

UNA PIEZA DE PAN
DULCE

UN PLATO DE ARROZ

UN PLATO DE SOPA DE
PASTA

UN PLATO DE AVENA

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

CEREAL ALTO EN
FIBRA (CUAL?
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Durante el ano previo a este dia. ;Con qué frecuencia consumio usted golosinas o postres?
Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencias, la opcidon que considere mas
cercana a su realidad.

ALIMENTO

GOLOSINAS

75

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

FRECUENCIA DE CONSUMO
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BEBIDAS
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UN REFRESCO DE
COLA MEDIANO

UN REFRESCO
GASEQSO 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
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Durante el afio previo a este dia. ;Con qué frecuencia consumid usted grasas y qué tipo de aceite
utiliza para cocinar?

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

FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO ven | vec VECES ALA VECES AL
VERDURAS 0s | ES SEMANA DIA
DE | AL
uNA | MES
VEZ
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90 | ACEITE DE MAIZ olololololololololo

92 | ACEITE DE GIRASCL

94 | ACEITE DE OLIVA

MANTEQUILLA

og | UNA CUCHARADITA DE
MAYONESA

100 | UNA CUCHARADITA DE
MANTECA ANIMAL
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Durante el ario previo a este dia. ;Con qué frecuencia consumib usted de los antojitos mexicanos
que se enlistan a continuacion?

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

101

102

103

104

FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO ey | vec | vecesaia VECES AL
ANTOUITOS 0s ES SEMANA DIA
DE AL
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Por favor, indique cualquier otro alimento que usted consumid al menos una vez por semana y que
no encontré entre los alimentos anteriores, ademas de esta lista, al afio previo a este dia.

FRECUENCIA DE CONSUMO
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¢ Cuéntas 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?
| No

¢ Se come usted el pellejo del pollo?
si____ No

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

¢ Cuantos meses del afio pasado consumid usted vitaminas?

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

¢Cual o cuales?

¢ Cuantos meses del afio pasado consumi6 usted suplemento de calcio?

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

¢Cual o cuales?

¢ Considera usted que su alimentacion ha cambiado durante el Gitimo afio?

St No.- - (Si, si ha cambiado, preguntar:)

¢ Porqué?

Observaciones




ANEXO 5

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 que usted realizé 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. Piense solamente en esas
actividades que usted hizo por lo menos 10 minutos continuos.

: Durante los ultimos 7 dias, ;Cuantos dias realizé usted actividades fisicas
vigorosas como levantar objetos pesados, excavar, aerébicos, o pedalear
rapido en bicicleta?

dias por semana

Ninguna actividad fisica vigorosa == Pase a la pregunta 3

2 ¢ Cuanto tiempo en total usualmente le tomo realizar actividades fisicas
vigorosas en uno de esos dias que las realiz6?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

Piense acerca de todas aquellas actividades moderadas que usted realizo en los
ultimos 7 dias Actividades moderadas son aquellas que requieren un esfuerzo fisico
moderado y le hace respirar algo mas fuerte que lo normal. Piense solamente en esas
actividades que usted hizo por lo menos 10 minutos continuos.

3. Durante los dltimos 7 dias, ;Cuantos dias hizo usted actividades fisicas
moderadas tal como cargar objetos livianos, pedalear en bicicleta a paso
regular, o jugar dobles de tenis? No incluya caminatas.

dias por semana
|:| Ninguna actvidad fisica moderada --jp  Pase a la pregunta 5
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4. Usualmente, ¢ Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo
actividades fisicas moderadas?

horas por dia

minutos por dia

D No sabe/No esta seguro(a)

Piense acerca del tiempo que usted dedicé a caminar en los Gltimos 7 dias. Esto
incluye trabajo en la casa, caminatas para ir de un sitio a otro, o cualquier otra caminata
que usted hizo unicamente por recreacion, deporte, ejercicio, o placer.

5. Durante los ultimos 7 dias, ;Cuantos dias caminé usted por al menos 10
minutos continuos?

dias por semana

D No caminé =9 Paseala pregunta 7

6. Usualmente, ¢ Cuanto tiempo gast6 usted en uno de esos dias caminando?
horas por dia

minutos por dia

l:l No sabe/No esta seguro(a)

La ultima pregunta se refiere al tiempo que usted permanencié sentado(a) en la
semana en los ultimos 7 dias. Incluya el tiempo sentado(a) en el trabajo, la casa,
estudiando, y en su tiempo libre. Esto puede incluir tiempo sentado(a) en un escritorio,
visitando amigos(as), leyendo o permanecer sentado(a) o acostado(a) mirando
television.

£ Durante los ultimos 7 dias, ¢ Cuanto tiempo permanecié sentado(a) en un dia
en la semana?

horas por dia
minutos por dia

D No sabe/No esta seguro(a)
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