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MEXICO

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Instituto Nacional de
Medicina Genémica (INMEGEN) en colaboracion con la Unidad de Investigacion
Médica en Nutricion, Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional, Siglo XXI
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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la principal causa de muerte y
discapacidad a nivel mundial, estas enfermedades se caracterizan por afectar el corazéony
los vasos sanguineos. La probabilidad que tiene un individuo de sufrir alguna ECV dentro
de determinado plazo de tiempo, se le denomina riesgo cardiovascular (RCV), y depende
fundamentalmente de la cantidad de factores de riesgo presentes.

Uno de los factores de RCV son concentraciones de HDL-C bajas, la actividad enzimatica
de la desaturasa delta 5 (DA5) y desaturasa delta 6 (DAG6), indice Q3-HS, indice Q6/ Q3 y
ARA/EPA. Los indices y la actividad enzimética son calculados a partir de la proporcion de

acidos grasos presentes en membranas celulares y/o en concentraciones plasmaticas.

El objetivo de este trabajo de investigacion fue evaluar el efecto de los polimorfismos de un
solo nucleétido (SNP) en los genes FADS1, FADS2, ABCA1, APOE, TNFa, y PCSK5 sobre
las concentraciones de HDL-C, la actividad estimada de las enzimas desaturasas delta 5
(DA5), agregada delta 5 (DAA5S), delta 6 (DA6), agregada delta 6 (DAA6) e indices Q3,
ARA/EPA y Q6/ Q3 en eritrocitos y plasma en jovenes mexicanos metabdlicamente sanos
suplementados con aceite de pescado. Se incluyeron 191 individuos que fueron
suplementados durante 6 semanas con 3 capsulas de aceite de pescado con EPA y DHA;
se realizaron medidas de composicion corporal y se tom6 muestra de sangre periférica para
determinar parametros bioquimicos y extraer ADN, se cuantificaron los acidos grasos en
plasma y membrana eritrocitaria por medio de cromatografia de gases y se realizé la

genotipificaciéon mediante discriminacion alélica por la tecnologia Tagman.

De acuerdo con los resultados, la actividad enzimética estimada de las DAA5 y DA5
incrementaron mientras que la DA6 disminuyd; de igual forma el indice Q3-HS incremento
mientras que los indices ARA/EPA y Q6/ Q3 disminuyeron; la magnitud del efecto de la
suplementacion sobre las enzimas desaturasas e indices estudiados fue grande. El efecto
de la suplementacion sobre las concentraciones de HDL-C presentaron una tendencia
estadisticamente significativa en la disminucién de los valores en mujeres e incremento en
hombres.

Los SNPs de los genes ABCA1 y APOE se asociaron con menores concentraciones de
HDL-C al finalizar la suplementacidn, los polimorfismos de los genes FADS se asociaron a
las actividades enzimaticas estimadas, cuyo tamafio del efecto oscila entre pequefio y

mediano. Las variantes genéticas que pertenecen a los genes PCSK5 y PONL1 se asociaron
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a los indices plasméticos mientras que aquellos que pertenecen a los genes APOE y FADS1

mostraron relacion con el indice ARA/EPA.

Dado que es la primera vez que se reporta la asociacion de estos polimorfismos en jévenes
mexicanos suplementados con aceite de pescado y en algunos casos la potencia
estadistica de asociacion es inferior a la recomendada, es necesaria la validacion
de estos resultados en una muestra representativa de poblacién mexicana para

cada variante genética estudiada.

En conclusién, la suplementacion con aceite de pescado mejora de manera considerable el
indice Q3-HS, los polimorfismos que contribuyen a la variabilidad de las concentraciones
de HDL-C son aquellos que forman parte del gen APOE y ABCA1, mientras que aquellos
gue contribuyen a la actividad estimada de las enzimas desaturasas son los que forman
parte del gen FADS y finalmente aquellos que forman parte de los genes PON1 y PCSK
contribuyen en la variabilidad de los indices plasméticos.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Epidemiologia de las enfermedades cardiovasculares.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grupo de desérdenes que afectan el
corazén y los vasos sanguineos, que se asocian generalmente con una acumulacion de
depositos grasos dentro de las arterias (aterosclerosis) y por consecuencia a un mayor
riesgo de formacién de codgulos sanguineos. Estas enfermedades constituyen una de las
causas mas importantes de discapacidad y muerte prematura en todo el mundo (1).

De acuerdo a los resultados del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) 2017,
las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de mortalidad en México,
afectando con mayor frecuencia a hombres y personas mayores de 40 afios, en un 65%

).

1.2 Riesgo cardiovascular.

El riesgo cardiovascular (RCV) es la probabilidad que tiene un individuo de sufrir alguna
ECV dentro de determinado plazo de tiempo, y dependera fundamentalmente de la cantidad
de factores de riesgo presentes. Estos se clasifican en 2 grupos: factores modificables, que
como su nombre lo indica, son aquellos en los que se puede intervenir para evitarlos; y no
modificables, que son aquellos en los que no se puede intervenir.
Dentro de los factores no modificables se encuentran:

o Edad, sexo, raza, antecedentes familiares y factores genéticos.
Dentro de los factores modificables:

e Enfermedades como hipertension arterial, sindrome metabdlico, diabetes e

hipercolesterolemia.
e Sobrepeso y obesidad
e Estilo de vida: tabaquismo, actividad fisica, consumo de alcohol, ansiedad, estrés y

alimentacion.

Cuando una persona presenta diversos factores de riesgo, éstos interactian de forma
multiplicativa; por eso es necesario tratar cada uno de ellos con la finalidad de disminuir el
RCV (3, 4).



La anormalidad de la concentracidn sérica de las lipoproteinas asociadas al RCV incluyen
la elevacién colesterol de baja densidad (LDL-C) y la disminucion de la concentracién de
colesterol de alta densidad (HDL-C); asi como las concentraciones de colesterol total vy,
triglicéridos (TGL) elevadas; para efectos del presente estudio nos enfocaremos en las

concentraciones de HDL-C.

1.2.1 Criterios para establecer Riesgo Cardiovascular (RCV).
Existen diferentes organizaciones que establecen las caracteristicas para establecer riesgo
cardiovascular; siendo el principal aguel propuesto por la OMS:

o Cifras de colesterol total (=320 mg/dL), colesterol LDL-C (=240 mg/dL) o una
relacion CT/HDL-C >8, triglicéridos (>180 mg/dL), concentraciones bajas de
colesterol HDL-c (40 mg/dL en los hombres, 50 mg/dL en las mujeres).

e Cifras de tension arterial permanentemente elevadas (> 160—-170/100-105 mmHg).

e Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) o tipo 2 (DM2).

o Obesidad (en particular obesidad central).

e Sedentarismo

o Antecedentes familiares de cardiopatia coronaria 0 ataque apoplético prematuros

en familiar de primer grado (hombre < 55 afios, mujer < 65 afios).

Sin embargo, la Norma Oficial Mexicana NOM-037-SSA2-2002, para la prevencion,
tratamiento y control de las dislipidemias establece diferentes puntos de corte para la
clasificacion de los niveles de lipidos de acuerdo con su concentracién sanguinea (Tabla
1). Los puntos de corte son inferiores en comparacion con los establecidos por la OMS
debido a que las concentraciones de estas lipoproteinas son mas bajas en la poblacion

mexicana.

Tabla 1. Puntos de corte del perfil de lipidos para el diagndstico de dislipidemias segun la
NOM-037-SSA2-2002

Recomendable | Limitrofe Alto riesgo Muy alto riesgo
Colesterol total | <200 mg/dL 200-239 mg/dL | 2240 mg/dL
LDL-C <130 mg/dL 120-159 mg/dL | 2160 mg/dL >190 mg/dL
Triglicéridos <150 mg/dL 150-200 mg/dL | 2200 mg/dL >1000 mg/dL
HDL-C >35 mg/dL <35 mg/dL




Ademas de las concentraciones de HDL-C se han reportado otros parametros asociados
con ECV. Algunos de estos parametros son calculados a partir de la proporcién de acidos
grasos presentes en membranas celulares o en niveles plasméaticos y se emplean como
indicadores de algunas funciones del organismo, e incluso del RCV (5) como son el indice
Q3-HS, el indice Q6/Q3, ARA/EPA (6-9), y la actividad enzimatica de la desaturasa delta 5
(DA5) y desaturasa delta 6 (DA6G) (10-13). De todos estos, el indice Q3-HS es el indice que
ha sido mayormente estudiado; por lo que se ha sugerido los puntos de corte de RCV, de
tal forma que un valor de este indice = 8% se considera como cardioprotector, mientras

que un indice £ 4% se asocia con mayor riesgo de presentar ECV (9, 14).

A continuacién, se explicardn brevemente algunos de los pardmetros asociados con RCV
gue competen al presente estudio como son las HDL-C, la actividad de las enzimas
desaturasas e indices obtenidos a partir de la cuantificacién de &cidos grasos.

1.3 Lipoproteinas de alta densidad (HDL).

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares con multiples componentes proteicos y
lipidicos que presentan caracteristicas comunes; particulas esféricas con una zona central
no polar donde se sitdan los lipidos hidrofébicos (colesterol esterificado y triglicéridos), y
una zona periférica formada por elementos hidrosolubles, fosfolipidos, colesterol libre
(lipidos anfipéticos) y diversas proteinas especificas (apoproteinas). Su funcién principal es
transportar lipidos a 6rganos especificos y participar en el metabolismo lipidico;
principalmente en la transferencia de una fraccion lipoproteica a otra mediante la
interaccion con receptores celulares y enzimas para el catabolismo de las lipoproteinas (15,
16). Las lipoproteinas clasificadas segun su densidad son: quilomicrones, lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL), de densidad intermedia (IDL), de baja densidad (LDL), y de alta
densidad (HDL) (17).

Las HDL fueron identificadas por medio de técnicas de ultracentrifugacion para la
separacion de lipoproteinas (18). Se definen como la fraccion lipoproteica de densidad entre
1.06y 1.21 g/mL; propiedad que es conferida debido a la elevada proporcioén de proteinas
en su estructura; sin embargo, son un grupo muy heterogéneo de particulas que difieren en
densidad, tamafo, morfologia, carga superficial, y composicion lipidica o apolipoproteica
(19, 20).



El hallazgo de que los niveles de HDL-C protegen contra ECV se demostro por primera vez
en el estudio de Framingham en los afos setentas y ochentas (21). El estudio de cohorte
midié el perfil lipidico y el desarrollo de ECV, demostrando que existe RCV determinado por
el nivel sérico de HDL-C; de tal forma que los individuos con cifras <35mg/dL de HDL-C
tenian mayor riesgo de ECV en comparacién con individuos con cifras 265mg/dL de HDL-
C. Latasa de incidencia de ECV es 8 veces mayor en individuos con bajos niveles de HDL-
C (21, 22).

1.4 Composicion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL).

Las particulas de HDL consisten de una capa anfipatica externa de colesterol libre,
fosfolipidos y distintas apolipoproteinas en su superficie, con un nucleo hidrofobico rico en
ésteres de triglicéridos y colesterol (23). Las principales caracteristicas de las HDL se
muestran en la tabla 2; de manera general la parte proteica y lipidica se caracterizan por:

o Parte proteica: este es el principal componente estructural y funcional de las
particulas de HDL; éstas se pueden dividir en varios subgrupos principales:
apoproteinas, enzimas, proteinas de transferencia de lipidos, proteinas de
respuesta de fase aguda, por mencionar algunas (24).

e Lipidica: estructuralmente los fosfolipidos constituyen la monocapa lipidica en la
superficie de las HDL, mientras que los ésteres de colesterol y triglicéridos forman
el nucleo lipidico hidrofobico. Los esteroles no esterificados se localizan
predominantemente en la monocapa superficial, penetrando parcialmente el nacleo
(25).

Tabla 2. Caracteristicas de las HDL.

Lipoproteinas | Electroforesis D?S/Srlndl)a d Composicién Origen Apoproteinas
PROT: 45%
TGL: 5-10% .
HDL (alta Alfa 1.063-121 | COL:15-25% | Hi9ado, |, ayi ¢ E
densidad) FOSE: 20- intestino
30%

Abreviaturas: PROT: proteinas, TGL: triglicéridos, COL: colesterol, FOSF: fosfolipidos Modificado de
Pallardo Sanchez.(17)

1.4.1 Clasificacion de las HDL.

Como se menciond anteriormente la molécula de HDL es altamente heterogénea con respecto

a densidad, tamafio y composicién de sus fracciones lipidicas y proteicas (26). Por lo anterior



se pueden clasificar segun sus propiedades fisicoquimicas y composicién quimica, como se
muestra en la siguiente tabla (27, 28):

Tabla 3. Clasificacion de HDL de acuerdo con diversas propiedades.

Método Principio Tipos
. . . HDL2
Ultracentrifugacion Densidad HDL3
Electroforesis por HDL3c
gradiente HDL3b
de gel de Tamafio de particula HDL3a
poliacrilamida no- HDL2a
desnaturalizado HDL2b
Electroinmunodifusién | Composicién proteica ApOA-|
ApoA-Il A-llI
Pre-B-1 HDL
a-4-HDL
Electroforesis 2D Tamafio y carga a-3HDL
a-2HDL
a-1HDL

Modificado de Robert S. Rosenson, y Rajesh Movva

1.4.2 Biogénesis y maduracion de las HDL.

La biogénesis de las HDL ocurre a través de una ruta compleja que involucra el
transportador lipidico (ABCA1) y la enzima lecitina colesterol acil transferasa (LCAT) (29).
Se ha propuesto que la formacién de HDL discoidales inicia con la transferencia de lipidos
por los monémeros de ABCAL; una vez realizado esto, el transportador ABCA1 forma un
dimero que une dos apoproteinas A-l (ApoA-1) sin lipidos para posteriormente translocarse
los lipidos a ApoA-1y la proteina ABCA1 se disocia en mondémeros (30).

Al madurar las particulas de HDL, experimentan cambios conformacionales y funcionales
gue permiten la interaccién con distintas proteinas como la LCAT y el receptor de captacion
Bl (SR-B1) (31). Las HDL discoidales son sustratos para la LCAT, responsable de la
generacion de gran parte de los ésteres de colesterol en el plasma; ésta se activa
principalmente por la ApoA-1 (32). La LCAT media la conversiéon del colesterol libre en
ésteres de colesterol dentro de la particula HDL, incrementando el tamafio de la particula y
cambiando de forma discoidal a esférica, siendo éstas las predominantes en el plasma

sanguineo y promoviendo de esta forma el flujo continuo de colesterol (30, 33).



1.4.3 Funciones de las lipoproteinas de alta densidad (HDL).
La principal funcién que ejercen las particulas de HDL es el transporte reverso del colesterol
(TRC), donde el colesterol presente en las células de los tejidos periféricos es transportado
mediante las particulas de HDL hasta el higado (34); sin embargo, también ejercen efectos
para mantener la hemodinamia endotelial, vital para el desarrollo de ECV, entre los que
destacan:
e Vasorelajacion, mediante el aumento de la produccién de 6xido nitrico (ON) vascular
(35) y mayor vida media (36).
¢ Antioxidante, mediante la inhibicion de la oxidacion de fosfolipidos realizada
principalmente por las enzimas paraoxonasas (ePON) (23, 37, 38).
¢ Antitrombotica, por medio del aumento del flujo sanguineo y reduccién de trombina
en las células endoteliales (39).
¢ Antiinflamatoria a través de la activacion de la proteina quinasa Akt limita la

expresion de citocinas proinflamatorias (23, 38, 39).

1.4.4 Transporte reverso del colesterol (TRC).

Las HDL facilitan este proceso que consiste en la transferencia del colesterol no esterificado
de los tejidos periféricos a las HDL y una vez que éstas llegan al higado, el colesterol es
excretado por la bilis y heces; permitiendo asi la homeostasis de colesterol corporal y

previniendo el desarrollo de aterosclerosis (28).

El TRC se divide en 3 fases principales:
1. Eflujo de colesterol:
En este proceso las lipoproteinas eliminan el exceso de colesterol de las células
mediante distintos mecanismos: especifico, por medio de apolipoproteinas
especificas (Al, All, AIV, E) en células que expresan el transportador ABCA1;
unidireccional, en células que expresan el transportador de casete de unién a ATP
de macréfagos G-1 (ABCGL1); bidireccional, en HDL maduras y membranas
celulares que expresan el receptor recolector B1 clase B (SR-B1); y por difusién

pasiva, entre las membranas celulares a las particulas HDL (37, 40, 41)

2. Remodelado de lipoproteinas:
Durante esta fase, se afecta la estructura y flujo metabdlico de las lipoproteinas,

generando una mezcla dindmica de subfracciones de HDL; que varian en tamafio,



forma, composicién y funcion. Las principales moléculas que intervienen en la
remodelacion son:

e Proteina transportadora de ésteres de colesterol (PTEC): cataliza el intercambio de
ésteres de colesterol por triglicéridos a otras lipoproteinas ricas en triglicéridos (42).

e Proteina transportadora de fosfolipidos (PLTP): transfiere fosfolipidos, diacilglicerol,
colesterol libre, R-tocoferol (vitamina E) y lipopolisacéridos de HDL a lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) (18) y entre diferentes subfracciones de HDL.
Ademas, remodela las HDL en distintos tamafios por medio de la disociacién de la
ApoA-I pobre o libre en lipidos (43, 44); dando como resultado a particulas de HDL
pequefias y muy pequefas, que se reutilizan para formar particulas de HDL mas
grandes o se catabolizan (42).

e Lipasas: enzimas que catalizan la hidrélisis de triglicéridos, fosfolipidos y ésteres
de colesterol (44). Las lipasas asociadas a HDL son la lipasa hepatica (LH),
lipoprotein lipasa (LPL) y lipasa endotelial (LE), cuya diferencia se basa en su
actividad hidrolitica (45). La LH hidroliza triglicéridos y fosfolipidos; resultando en la
formacion de pequefios remanentes de HDL (42). La remodelacion de HDL por la
accion de la LE implica la hidrélisis de triglicéridos residuales y algunos fosfolipidos
de HDL (18), convirtiendo a las HDL; ricas en lipidos a HDL; mas pequefas y
densas (45); y ademas disocia la ApoA-I; resultando en una disminucién del eflujo

de colesterol mediado por receptores SR-BI (46).

3. Absorcion de lipidos hepaticos:
Las HDL liberan el colesterol al higado, para ser posteriormente excretado a través de la
bilis y heces (18).

1.5 Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL).

Los AGPI-CL son componentes indispensables de los lipidos estructurales y de las
membranas celulares (47). De acuerdo a la posicion de dobles enlaces de los AGPI-CL,
contando a partir del extremo metilo de la molécula del acido graso (48) existen 3 grupos:
Q9, Q6 y Q3 cuyos primeros dobles enlaces se encuentran entre los carbonos 9-10, 6-7 y
3-4 respectivamente.

Los AGPI-CL Q6 incluyen los &cidos linoléico (LN), y-linolénico (GLA) y araquidénico (ARA),

presentes en el aceite de girasol, maiz, y cartamo (48). Mientras que los AGPI-CL Q3



incluyen el acido alfa-linolénico (ALN), acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido
docosahexaenoico (DHA); el ALN, que es precursor metabdlico de EPA y DHA, se obtiene
a partir de ciertos aceites vegetales, productos lacteos, semillas de lino y nueces; sin
embargo, la conversién de ALN a EPA y DHA en el cuerpo es ineficiente (47, 49) ya que
los humanos no tenemos las enzimas necesarias para sintetizar LN y ALN; por lo tanto,
estos se consideran acidos grasos esenciales o indispensables y deben obtenerse a partir
de la dieta (48, 50).

El LN y el ALN tienen roles competitivos en la sintesis de eicosanoides. Una ingesta alta de
ALN favorece la produccién de eicosanoides antiinflamatorios, ya que los AGPI-CL Q3 son
sustratos preferidos para las enzimas desaturasas y elongasas, enzimas que estan
involucradas en la biosintesis de AGPI-CL (48, 50).

1.56.1 Enzimas desaturasas.

Las enzimas desaturasas son oxigenasas que realizan reacciones de deshidrogenacion
(dos hidrégenos) de una cadena hidrocarbonada (acido graso), catalizando la formacién de
un doble enlace en el sustrato. Su principal funcion es participar, junto con las enzimas
elongasas, en la biosintesis de AGPI-CL a partir de LN y ALN en los microsomas del reticulo
endoplasmico de los hepatocitos(48).

Dependiendo de la posicion de la insercion del doble enlace relativo a uno preexistente en
la cadena del &cido graso se pueden referir las desaturasas como “front-end” o “methyl-
end” (51). Los humanos no tenemos desaturasas de extremo metilo para producir acidos
grasos esenciales; por lo tanto, se deben de adquirir a través de alimentos o suplementos
nutricionales (52). Las enzimas de extremo metilo introducen el doble enlace situado entre
el grupo carboxilo y el noveno atomo de carbono metil terminal. En las enzimas “front-end”
el doble enlace se introduce en las posiciones D4-D8 siendo esta responsable de la
biosintesis endégena de AGPI-CL (51-53).

Las desaturasas se pueden clasificar en dos grupos: solubles y unidas a membrana; estas
ltimas a su vez se subdividen en desaturasas acil-lipidicas y coenzima A. Las desaturasas
acil-lipidicas se encuentran en membranas de reticulo endoplasmatico de plantas,
cianobacterias y plasmidos; con funcionalidad de extremo metilico; algunas enzimas que

entran en este grupo son las desaturasas delta 12 (DA12) y delta 15 (DA15).



Las desaturasas acil-coenzima A se encuentran en la membrana del reticulo
endoplasmatico siendo su sustrato el 4cido graso acil-coenzima A. Dentro de este grupo,
las enzimas son nombradas de acuerdo con la posicion donde realizan la insercion del
doble enlace (desaturacion). En este grupo entran las desaturasas delta 9, delta 6, delta 5
y delta 4 (DA9, DA6, DA5 y DA4) cuyo nombre se debe al numero de carbono donde
introducen la desaturacién (52, 54, 55); de tal forma que las DA5 y DA6 introducen dobles
enlaces después del quinto y sexto atomo de carbono, respectivamente, y éstas son
enzimas limitantes de la velocidad en la biosintesis de AGPI-CL Q3 y Q6 (56).

Cuando los AGPI-CL Q3 y Q6 son incorporados a la membrana celular tienen la capacidad
de regular la funcion celular y la expresion génica. Los AGPI-CL Q3 compiten con los AGPI-
CL Q6 para su incorporacion en las membranas celulares (47, 49).

1.5.1.1 Desaturasas A5 y A6.

Las enzimas DA5 y DAG catalizan los pasos limitantes en la conversién de acido linoleico y
acido a-linolénico en AGPI-CL Q6 y Q3 (Figura 1); estas dos series compiten por las mismas
enzimas en la via biosintética. El primer paso limitante de la biosintesis de acidos grasos
es la reaccion realizada por la DA6 en el que metaboliza ALN (18: 3-Q3) y LN (18:2- Q6)
para formar acido estearidonico (C18:4- Q3) y acido y- Linolénico (GLA, C18:3- Q6),
respectivamente.

El segundo paso limitante es el catalizado por la enzima DA5 que cataliza la formacién del
EPA (C20:5- Q3) y ARA (C20:4- Q6) a partir del acido dihomo-y -linoléico (DGLA, C20:3-
Q6) y acido eicosatetraenoico (C20:4- Q3). Por ultimo, la enzima DAG6 realiza la ultima
desaturacion para producir acido docosahexaenoico (DHA 22:6-Q3) y acido
docosapentaenoico (DPA 22: 5- Q6) (52, 55).

Como se mencion6 anteriormente, los AGPI-CL Q6 y Q3 compiten entre ellos; EPA compite
con ARA, por la fosfolipasa A2 e inhibe la enzima DA5, enzima que es necesaria para
sintetizar ARA y la fosfolipasa A2 libera ARA de sus almacenes; de esta forma EPA juega
un papel importante en la disminucion del proceso inflamatorio. A su vez, el DHA inhibe a
la DAB, enzima necesaria para la produccién de GLA y DGLA a partir del LN que es esencial
para la fabricacion de la membrana celular y favorece el movimiento del liquido a través de

la membrana debido al tamarfio de los AGPI-CL, haciéndolas de esta forma mas flexibles;



esta propiedad es lo que ayuda a DHA a romper los depdsitos de lipidos en la membrana

celular, evitando que otros agentes inflamatorios se activen (47).

La actividad de las enzimas desaturasas puede estimarse a partir del calculo de la relacion
producto-precursor de cada una de ellas en el que los 4cidos grasos son previamente
identificados (11, 57-59); asi mismo, se puede estimar la actividad de desaturacion global
de la via metabdlica de los acidos grasos a través de las actividades enzimaticas agregadas
(DAA5, DAAG) (57, 60).

Acido linoléico (LN, C18:2- Q6) Acido -alinolénico (ALN, C18:3- Q3)
l «— D6 — l
Acido y-Linoléico (GLA, C18:3- 06) Acido Estearidénico (C18:4- Q3)
E Elongacidn :
) \ A Co v
Acido Dihomo-y -linoléico (DGLA, C20:3- Q6) Acido Eicosatetraenoico (C20:4- Q3)
— DA5 — l
Acido Araquidéni::o (ARA, C20:4- Q6) Acido Eicosapentaenoico (EPA, C20:5- Q3)
X Elongacién :
‘. MR ] v
Acido Adrénico (C22:4- Q6) Acido Docosapen:caenoico (DPA, C22:5- Q3)
1
X Elongacion i
) v . v ,
Acido Tetracosatetraenoico (C24:4-Q6) __Acido Tetracosapentaenoico (C24:5- Q3)
l — DA6 —
Acido Tetracosapentaenoico (C24:5-Q6) Acido Tetracosahexaenoico (C24:6- Q3)

|

B-Oxidacién i :
| H
v (o v
Acido Docosapentanoico (DPA, C22:5- Q6) Acido Docosahexanoico (DHA, €22:6- Q3)

B-Oxidacion

Figura 1. Conversion de acido linoléico (LN) y acido linolénico (ALN) a AGPI-CL de la serie Q3 y Q6 por la
accioén de las enzimas desaturasas DA5 y DA6

1.5.2 indices derivados de acidos grasos.
La composicion de los acidos grasos en el cuerpo refleja la ingesta y metabolismo de los

acidos grasos durante las Ultimas 2 a 6 semanas (61).
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El balance de los acidos grasos Q6/ Q3 es un determinante importante para disminuir el
RCV, tanto en la prevencion primaria como secundaria (6). Cuando esta proporcion es
mayor a lo recomendado, los eicosanoides formados a partir del acido araquidénico (ARA)
como son prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, y lipoxinas, se forman en mayores
cantidades que los formados a partir de los AGPI-CL Q-3, especificamente &cido
eicosapentaenoico (EPA). Los eicosanoides formados a partir de ARA son biolégicamente
activos en pequefias cantidades y si se forman en grandes cantidades, contribuyen a la
formacion de trombos, ateromas, desarrollo de trastornos alérgicos e inflamatorios,
particularmente en personas susceptibles. Por lo tanto, una dieta rica en AGPI-CL Q6
cambia el estado fisioldgico a uno protrombdético y proagregativo (62). En contraste, los
AGPI-CL Q3 ayudan a resolver la inflamacioén y alteran la funciéon de los biomarcadores
vasculares, brindando proteccién contra enfermedades crénicas y metabdlicas, entre ellas
las ECV (50).

El indice ARA/EPA puede jugar un papel en la regulacion de los procesos inflamatorios y el
impacto en el desarrollo y la gravedad de las enfermedades inflamatorias, entre ellas las
ECV, siendo este una medida de inflamacién crénica, de tal forma que una proporcién alta

corresponde a mayores sustratos para producir metabolitos proinflamatorios (63)

El indice Q3-HS, es la suma de los principales AGPI-CL Q3 : EPA y DHA presentes en la
membrana eritrocitaria y es expresado como un porcentaje del total de acidos grasos (64) .
Stark et al. identificaron paises y regiones en potencial riesgo de ECV debido a la cantidad
de AGPI-CL Q3 medido mediante el indice Q3-HS, evidenciando que la ingesta dietética de
AGPI-CL Q3 en individuos sanos a nivel mundial es aproximadamente el 20% de la cifra
recomendada; porcentaje que corresponde aproximadamente a una ingesta de 2250

mg/dia; sin embargo, no hay informacion reportada de este indice en poblacién mexicana

(5).

1.6 Factores que influyen sobre las HDL-C, actividad enzimatica DA5, DA6 e

indices calculados a partir de acidos grasos.

Los niveles plasmaticos de HDL-C y la actividad de las enzimas desaturasas son el
resultado de la interaccion de numerosos factores ambientales y variantes alélicas de

diversos genes (65-67).
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1.6.1 Factores ambientales.

Los factores ambientales tienen gran repercusion sobre la salud; éstos se pueden clasificar
como bioldgicos, fisicos mecanicos y/o no mecanicos y psicosociales. El estrés,
tabaquismo, actividad fisica y habitos de alimentacién son algunos ejemplos de los factores

psicosociales (68, 69).

1.6.1.1 Actividad fisica.

El riesgo relativo de muerte por ECV en un individuo sedentario en comparacién con un
individuo activo es 1,9 (4).Datos transversales proporcionan una fuerte evidencia de que
individuos fisicamente activos tienen niveles mas altos de HDL-C. Sin embargo, existe
controversia del efecto que tiene la intensidad y tipo de ejercicio sobre estas lipoproteinas
(70). De manera general, se ha identificado que el ejercicio moderado-intenso; que consiste
en realizar 60 min de ejercicio, 3 veces a la semana (71), o el equivalente de alcanzar una
frecuencia cardiaca maxima del 90% (72), es suficiente para elevar los niveles de HDL-C.
Es necesario realizar actividad fisica durante 8 semanas, como tiempo minimo para que el
incremento sea evidente (73). La actividad fisica también puede modular la sintesis,
desaturacion y alargamiento de los AGPI-CL, se ha demostrado que el ejercicio crénico

incrementa la expresion de las enzimas involucradas en el metabolismo de AGPI-CL (74).

1.6.1.2 Tabaquismo.

El estrés oxidante y la inflamacién inducida por el tabaquismo se ha vinculado a una
disminucion del 5% al 10% en las concentraciones de HDL-C, asi como en su funcion. El
abandono de este habito conlleva a un aumento de =4 mg/dL de las HDL-C (75). Este
habito también se ha correlacionado con la actividad de las enzimas desaturasas; de
manera general se ha correlacionado negativamente con la actividad de las enzimas

desaturasas A5 y positivamente con las desaturasas A6 (76, 77).

1.6.1.3 Alimentacion.

La alimentacion es el principal factor ambiental en la prevencion de ECV, ya que las HDL-
c y la actividad de las enzimas desaturasas son influenciadas por la dieta. Las guias de
alimentacioén para la prevenciéon de ECV, proponen la ingestién de una dieta saludable que

incluye el consumo equilibrado de macronutrimentos, entre ellos los AGPI-CL que
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frecuentemente son insuficientes en la dieta (78). Estos tienen un efecto significativo en la
salud y, por ende, juegan un papel importante en el desarrollo de enfermedades no
transmisibles; en general, coadyuvan a mejorar parametros de RCV a través de multiples
procesos biolégicos como son la regulacién de la expresion de genes involucrados en la
sintesis, transporte y utilizacion de lipidos, en el proceso de inflamacién, sefalizacion
intracelular, entre otros. Algunos efectos reportados son: la reduccién de peso corporal,
IMC, TGL, LDL-C e incremento de HDL-C (79-81).

La proporcién de ingesta de los macronutrimentos es importante ya que la restriccion de
carbohidratos conlleva al aumento en las particulas grandes de HDL (80) y la ingesta
proteica esta altamente relacionada con la actividad de las enzimas desaturasas (67).
Como consecuencia de los cambios del estilo de vida, la proporciéon de macronutrimentos
ingeridos en la dieta ha presentado importantes transiciones; caracterizado por el cambio
drastico del contenido nutricional de los alimentos ingeridos (82). Actualmente, el tipo de
dieta que predomina es la llamada dieta occidental (DO) caracterizada por una alta ingesta
de hidratos de carbono refinados, grasas saturadas, AGPI-CL Q6 y grasas trans, asi como
la disminucién de AGPI-CL Q3, hidratos de carbono de absorcion lentay fibra (83), teniendo
una proporcion de ingesta de AGPI-CL Q6/Q3 de 15-20/ 1 (6).

Hasta el momento hay pocos reportes del consumo de AGPI-CL en poblacion mexicana,; el
mas reciente es el reportado por Ramirez-Silva y su grupo de trabajo que evidencia la baja
ingesta dietética de AGPI-CL Q3 y Q6 (84); sin embargo, también se ha reportado el
consumo de éstos en diversos grupos de distintos estados, por ejemplo: en mujeres
embarazadas (85), jévenes sonorenses (86), mujeres sanas jaliscienses (84, 87);
concluyendo que el consumo de EPA+DHA es aproximadamente de 90mg-150mg,
cantidades que son inferiores a las recomendadas por distintas organizaciones para adultos
sanos que ronda entre 250-500mg (88); este bajo consumo representa un riesgo para la

salud de la poblacion mexicana (89).

Dada la naturaleza rapida de estas transiciones y malas adaptaciones, las enfermedades
humanas son probablemente el resultado del entorno nutricional actual;, por ejemplo,
estudios epidemiolégicos y clinicos demuestran que los AGMs tienen un efecto protector
sobre el RCV por medio del incremento de HDL-C en comparacién con las grasas saturadas
(90), y se ha observado que la actividad enzimatica DAS es menor en individuos con ECV

en comparacion con sanos (91).

13



1.6.2 Factores genéticos.

Los determinantes de lipidos plasmaticos son multifactoriales; sin embargo, diferentes
estudios han demostrado que alrededor del 25-80% de la variacion interindividual en el
fenotipo de lipidos plasmaticos puede ser explicada por polimorfismos genéticos (92, 93).
Como se menciond anteriormente, las HDL son remodeladas y metabolizadas a través de
la interaccién con una gran cantidad de proteinas; por lo que variaciones genéticas en éstas
pueden conducir a cambios estructurales esenciales; afectando tanto sus funciones como
los niveles plasméticos de las HDL-C (94).

Asi mismo, las vias moleculares subyacentes al metabolismo de los lipidos son numerosas
y complejas, se ha demostrado que las desaturasas de acidos grasos desempefian un
papel clave en la determinacion de los perfiles de acidos grasos tanto plasmaticos como
tisulares; la evidencia emergente demuestra que la variacion en los genes de la desaturasa
de acidos grasos (FADS) puede modificar el metabolismo de los lipidos de todo el cuerpo
(95). Se han reportado mas de 50 diferentes genes que podrian participar en su regulacion
(93), de los cuales algunos son constantes entre poblaciones mientras que otros difieren en

frecuencia, tamafio y direccién del efecto (96).

El tamafio del efecto permite describir la magnitud de las relaciones entre distintos rasgos
o variables; esta descripcion es independiente de las posibles influencias del tamafio de la
muestra, es decir, estudios con diferentes tamafios de muestra, pero con las mismas
caracteristicas descriptivas basicas diferiran en sus valores de significancia estadistica (P)
pero no en sus estimaciones de tamafio del efecto. En la mayoria de los estudios clinicos,
el valor P es el resultado final del andlisis de datos; donde un valor de P pequefio se
interpreta como una diferencia significativa; sin embargo, el valor P no es suficiente para
conocer la diferencia real. Por lo tanto, para compensar la debilidad del valor de P, es ideal
informar también el tamafio del efecto para la interpretacion de los hallazgos (97, 98). La
importancia de conocer el tamafio del efecto yace en que cuando éste es grande, pero no
existe significancia estadistica se sugiere realizar una investigacién con mayor tamafio de
muestra, mientras que los efectos que son relativamente pequefios pero estadisticamente
significativos debido al gran tamafio de muestra, pueden advertir una posible

sobrevaloracion del efecto observado (98).
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Algunos polimorfismos que se han asociado constantemente con las concentraciones de
las HDL-C y con la actividad enzimatica desaturasa se describen brevemente en las

secciones comprendidas del 1.5.2.1.1 ala 1.5.2.1.9

1.6.2.1 Proteina transportadora ABC dependiente de ATP, subfamilia A
miembro 1: ATP Binding Cassete A1 (ABCA1).

La superfamilia del transportador humano ABC consta de 49 miembros que se dividen en
7 subfamilias: A-G. La subfamilia ABCA de 12 miembros que incluye ABCAL participa en el
transporte de lipidos y metabolismo de iones (99, 100). ABCAL es una proteina integral
conformada por 2261 aminoacidos que consta de 12 dominios transmembrana y dos
dominios de casete de union ATP (ABC). La distribucion tisular de ABCA1 es ubicua, pero
su actividad en hepatocitos y enterocitos es responsable de la produccion de HDL en
plasma (100, 101).

ABCAL desempenia un papel clave en el transporte reverso del colesterol y en la biogénesis
de las particulas de HDL. Las HDL se originan como particulas discoidales, secretadas en
higado e intestino. La HDL discoidal estd formada por moléculas lipidicas (de 100 a 200
aproximadamente) rodeadas por dos moléculas de ApoA-lI (102) libres de lipidos
(sintetizada por higado e intestino), fosfolipidos y colesterol no esterificado; estos ultimos
son obtenidos por la interaccion de la HDL discoidal con el transportador lipidico ABCA1
(29, 30).

El gen que codifica esta proteina se encuentra ubicado en el cromosoma 9, region q31; el
cual abarca 149 kb y contiene 50 exones (103). Las variaciones genéticas contribuyen a la
variabilidad en los niveles plasmaticos de colesterol HDL-C (82), principalmente en la
reduccién de sus niveles, asociandose con un mayor riesgo de ECV (101).

La variante no sinénima R230C, ubicada en el exén 7 del gen ABCA1 modifica el contexto
y la funcién de la estructura de la proteina ABCA1. Una sustitucion de Ca T (CGT = TGT)
cambia el aminoacido de arginina a cisteina (R230C) en el domino extracelular 1 (ED1) del
transportador ABCA1 (103).

1.6.2.1.1 Reportes de estudios de asociacion.
Esta variante parece ser exclusiva de poblaciones amerindias ya que se ha identificado en

mestizos mexicanos, yaquis, purépechas, mazahuas, mayas y Oji-Crees canadienses. En

un estudio in vitro las células que expresaban el alelo C230 mostraron una reduccion del
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flujo de colesterol del 27% (P<0.001) (104). En la poblacion mexicana, individuos con
genotipos R230C / C230C presentan niveles bajos de HDL-C; ademas esta variante se ha
asociado con obesidad, sindrome metabdlico, DM2 e hipertrigliceridemia (105-108). Asi, su
frecuencia alta en mexicanos mestizos, que es alrededor del 18% de la poblacién mestiza
mexicana analizada tiene esta variante en forma heterocigota, y el 2% en forma
homocigota. Esta frecuencia podria explicar en parte la alta incidencia de estas

enfermedades en nuestra poblacion (107).

1.6.2.2 Proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 56 (PCSK5).

Las proproteinas convertasas (PCSK) pertenecen a una familia de serina endopeptidasas
y se encuentra en el brazo largo del cromosoma 9 (9921.3) (109). La familia PCSK se
compone de nueve miembros: furin, PCSK1, PCSK2, PCSK4, PACE4, PCSK5, S1P,
PCSK7 y PCSK9 (110).

Los miembros PCSK escinden residuos de aminoacidos y modulan la actividad de proteinas
precursoras y aquellos implicados en el metabolismo de HDL-C son PCSK3, PCSK5 y
PCSK6; que inactiva la LE y LPL, enzimas que juegan un papel importante en la
remodelacién de HDL-C (111) (112).

1.6.2.2.1 Reportes de estudios de asociacion.
Byul Jang et al. reportaron la asociacion entre la variante genética rs1029035 del gen

PCSK5 vy la ingesta dietética de AGPI-CL en coreanos; encontrando una asociacion
significativa con los niveles de HDL-C en hombres. Ademas, identificaron la interaccién gen-
nutriente, en el cual la ingesta de AGPI-CL influyé en las concentraciones séricas de HDL-
c en los hombres (P 0.001,). El efecto deletéreo del alelo C en las HDL-C séricas estaba
presente Unicamente cuando la ingesta de AGPI-CL era <4.2% del gasto energético total
(112).

1.6.2.3 Paraoxonasalarilestereasa 1 (PON1).

Las enzimas paraoxonasas (ePON) son codificadas por la familia PON, que consta de tres
miembros ubicAndose uno junto al otro en el brazo largo del cromosoma 7 (7g21.3-922.1)
(113). Entre ellos presentan homologia estructural; diferencidandose PON1 del resto por los
tres residuos de nucleétidos adicionales en el exén 4 (114, 115). Las proteinas PON tienen

diversos tipos de actividad hidrolitica, que se pueden dividir en actividad lactonasa
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(homocisteina, tiolactona), actividad arilesterasa (acetato de fenilo) y actividad de
organofosfatasa (paraoxon) (113).

PON es una glicoproteina de 355 aminoacidos, con un peso de 43-45 kDa que contiene
cisteina en las posiciones: 42, 284 y 353. La accion protectora de la enzima es atribuida al
grupo sulfhidrilo libre ubicado en la posicién 284 (116).

Esta enzima es sintetizada principalmente en el higado y se encuentra en plasma, asociado
a las HDL. Se han descrito méas de 200 polimorfismos en este gen presentes en los exones
(secuencias codificantes), intrones (secuencias no codificantes) o en zonas reguladoras
(114-116); de los cuales se han descrito 2 principalmente; uno de ellos localizado en la
region codificante: en la posicion 192 y el otro en la regidon promotora, en la posicion -107
(T/C). La sustitucion de glutamina / arginina en la posicion 192 (Q192R) afecta la actividad
de PON, en el cual la isoforma Q192 hidroliza paraoxon y metaboliza LDL oxidada con
mayor eficacia que la isoforma R192 (113, 114); también se ha asociado a diferencias en
las concentraciones de HDL-C, en poblaciones genéticamente homogéneas, como los
Hutterites, localizados en Canada (117).

El polimorfismo en la posicién -107 afecta la expresion del gen, su actividad y concentracion
sérica (114), contribuyendo alrededor del 12% de la variabilidad entre los individuos (118).
Se ha establecido que la baja actividad de la paraoxonasa esta relacionada con un mayor

riesgo de ECV; por lo que es una enzima fisiol6gicamente importante (114).

1.6.2.3.1 Reportes de estudios de asociaciéon
Se ha observado que homaocigotos del alelo C del polimorfismo rs662, especificamente en

individuos brasilefios y suizos con peso adecuado, presentan mayores concentraciones de
HDL-C en contraste con los portadores del alelo T, asi como la actividad de ePON (118)
(119); este ultimo hallazgo fue replicado en mujeres brasilefias (120). En hombres con
ascendencia maya se ha reportado que homocigotos 192RR presentan niveles inferiores
de HDL-C en contraste con homocigotos 192QQ (121).

La variante rs705379 también se ha asociado con el consumo de acidos grasos, donde
brasilefias homocigotas del alelo C con una dieta alta en acidos grasos saturados o con
una baja proporciéon de Q6 /Q3 presentan una reduccién en la actividad ePON, efecto que

no es observado en homocigotos TT (120).
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1.6.2.4 Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa).

El TNFa es una citoquina proinflamatoria secretada por macréfagos, monocitos, neutroéfilos,
células T y células NK (122). Las funciones bioldgicas del TNFa son variadas y complejas,
ya que por un lado confiere resistencia a enfermedades y por el otro causa complicaciones
patoldgicas (123). En situaciones agudas la produccion de TNFa favorece la eliminacién de
residuos o agentes infecciosos. (122-124).

Niveles elevados de TNFa han estado involucrados en la patogénesis de distintas
enfermedades que implican un proceso inflamatorio (124), entre ellas ECV (125). Ademas,
se encuentra altamente expresado en el tejido adiposo; afectando la lipogénesis y la
expresion de genes principales que controlan el metabolismo de la glucosa y de los lipidos
(126, 127).

El gen que codifica para el TNFa se encuentra en el brazo corto del cromosoma 6 (122).
Se han identificado diversos polimorfismos dentro del promotor del gen TNFa (sitios
relativos al inicio del sitio de transcripcidn); entre estas variantes, aquellos localizados en la
posicion —308 y —238 afectan directamente la expresion de TNFa (122) y alteran la actividad
transcripcional (126). Ambos polimorfismos presentan 2 formas alélicas, una en la que la
guanina define el alelo comdn y el otro en el que se sustituye la guanina por una adenina

que define el alelo mutado (122).

1.6.2.4.1 Reportes de estudios de asociacion.
Se ha reportado la asociacion positiva de la ingesta de AGPI-CL con HDL-C en portadores

del alelo A (-238) y en homocigotos GG (-308); asi como la interaccién de éstos (P=0.0003)
(128), y la interaccion con el consumo de lipidos dénde mujeres homocigotas GG (-238) de
raza negra con mayor ingesta de AGPI-CL Q3 disminuyeron las concentraciones de HDL-
C (127). También se ha reportado la asociacion con la composicion corporal, observando
mayor porcentaje de grasa corporal en mujeres de raza negra portadoras del alelo A (-238)
(127) y portadoras del alelo A (-308) tienen mayor riesgo de obesidad cuando la ingesta
dietética de lipidos corresponde al 30% de la ingesta total de energia en comparacién con
los homocigotos GG (129).

En mexicanos se ha identificado que los individuos homocigotos GG en la posicion -308

presentan niveles bajos de HDL-C; la frecuencia genotipica reportada es del 87% GG (130).
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1.6.2.5 Apoproteina E (APOE).

El gen APOE codifica para la apoproteina transportadora de lipidos E (ApoE) cuya funcion
es mediar el movimiento del colesterol entre células, promueve la eliminacion de las
lipoproteinas remanentes ricas en triglicéridos (aquellas que contienen ApoB) de la
circulacion al higado y proporciona lipidos esenciales para funciones del sistema nervioso
central (SNC) (131, 132). Ademas, la ApoE también puede unirse a la proteina relacionada
con el receptor de LDL (LRP), VLDL, ala heparinay a proteoglicanos. Al unirse a la heparina
y a los glucosaminoglicanos de tipo heparina presentes en la matriz de las paredes
arteriales, la ApoE podria desempenfar un papel en el musculo liso mediante la proliferacién
y migracién de las células musculares lisas en la intima; caracteristica de la enfermedad

vascular aterosclerotica (133).

El gen APOE se ubica en el cromosoma 19q13.2 y codifica para un polipéptido de 299
aminodcidos y tiene tres variantes alélicas principales E2, E3 y E4. Los individuos poseen
dos alelos APOE, uno heredado de cada progenitor, resultando en tres genotipos
homocigotos: E2E2, E3E3, E4E4 y 3 genotipos heterocigotos: E2E3, E2E4, E3E4 (131,
134). El alelo mas comun es el E3 y se estima que esta presente en el 86% de los individuos
de poblacion caucasica, frente al 23% y 14% para los alelos E4 y E2, respectivamente.

El gen APOE tiene 4 exones, que comprenden 44, 66, 193 y 860 nucledtidos, del cual mas
del 80% de la proteina es codificada por el exdén 4. Como se indica, el exén 4 contiene los
dos SNP comunes asociados con la enfermedad: una mutacién puntual T — C produce
ApoE4 (Cys112Arg), mientras que la mutacion C — T codifica ApoE2 (Argl58Cys) (135,
136). Las variantes que dan origen a estas isoformas son rs429358 para el codéon 112 y
rs7412 para el coddn 158. Las tres isoformas difieren el uno del otro por un reemplazo de
cisteina-arginina en las posiciones 112 y 158: ApoE2 (Cys112, Cys158), ApoE3 (Cys112,
Arg 158) y ApoE4 (Argll2, Argl58) (132, 137). Una de las caracteristicas en estas
isoformas es que Apo4 se une con mayor afinidad a las lipoproteinas ricas en triglicéridos
debido a la presencia de arginina, y por el contrario, las isoformas E2 y E3, que contienen

dos y una cisteina, respectivamente, se unen preferentemente a HDL (133).

1.6.2.5.1 Reportes de estudios de asociacion.
Este gen es de los més estudiados con respecto al impacto de las variantes genéticas en

los niveles de lipoproteinas plasmaticas, determinando que es el principal contribuyente a

la heterogeneidad de lipidos plasméticos.
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Existen distintos estudios que evidencian el efecto de la suplementacion con aceite de
pescado y la respuesta de acuerdo a los genotipos del gen APOE; algunos de ellos han
encontrado una interaccion significativa entre sexo, genotipo y tratamiento; por ejemplo, en
hombres portadores del alelo E4 redujeron del 15% y 23% las concentraciones de TGL
posterior a la suplementacién de aceite de pescado con una dosis 0.7g/d y 1.8g (138) . Asi
mismo se ha observado que el impacto en las respuestas de la suplementacién varia de
acuerdo con el genotipo APOE, en portadores de la isoforma E4 se ha observado una
tendencia estadistica en la reduccion en las concentraciones de HDL-C en comparacion
con homocigotos E3, ademas de que estos individuos suelen presentar niveles basales de
HDL-C disminuidos (P = 0.035) (139).

1.6.2.6 Actividad de las enzimas desaturasas de acidos grasos (FADS).

Los genes FADS codifican a las enzimas desaturasas. Estos genes se encuentran en el
cromosoma 11 (11g12.2-13.1) y hasta el momento se conocen 3: FADS1, FADS2, FADS3.
Estos genes se componen de 12 exones y 11 intrones. Los transcritos de FADS1 y FADS2
codifican 444 aminoéacidos de 1335bp, en una orientacion de cabeza a cabeza y forman un
grupo de genes junto con un tercer gen, FADS3 (Figura 2). Se asume que estos tres genes
han surgido evolutivamente de la duplicacion de genes, debido a su organizacion similar y
grado de homologia de secuencia (52, 140, 141). El gen FADS1 abarca 17.2 kb de ADN
gendmico, codifica una proteina con 444 aminoacidos con peso molecular de 52 kDa,
desaturasa A5 (DA5), y comparte el 61% de identidad con FADS2. El gen FADS2 abarca
39.1kb de ADN gendmico, codifica una proteina de 444 aminoacidos con una masa
molecular de 52.3 kDa, la desaturasa A6 (DAG) (53).
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Figura 2. Estructura esquemdtica del grupo de genes FADS humano y ubicacion de los polimorfismos
estudiados. Modificado de Lattka et al.
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La variacion genética en FADS1 y FADS2 se ha asociado con alteraciones en la
composicion de acidos grasos, que a su vez pueden modificar la propensién de un individuo
a distintas enfermedades (95) como la modificacion en el perfil de lipidos (HDL-C, LDL-C,
colesterol, TGL), homeostasis de glucosa, ECV, esquizofrenia y bipolaridad, depresion
perinatal, enfermedades atopicas, hiperactividad e inteligencia en nifios (53, 91, 140, 142-
144).

1.6.2.6.1 Reportes de estudios de asociacién.
Diversos estudios han reportado que los alelos menores del gen FADS presentan menor

actividad enzimatica, asociandose con una reduccion de la inflamacion, colesterol total,
LDL-C y riesgo de ECV (145). Diversos autores han encontrado asociaciones constantes
con variantes genéticas, como rs174537, rs174547 y rs174576 y alteraciones en la
actividad enzimatica desaturasa (57, 60, 146-149). Asi mismo, estos polimorfismos han
presentado diferencias en la actividad enzimética en individuos suplementados con distintas
dosis de aceite de pescado (146) o diferencias en la incorporacion de algunos acidos grasos
como el EPA (150).

Algunos de estos polimorfismos se han asociado a menores concentraciones de HDL-C
(144) dependiendo de la cantidad de ingesta dietética de AGPI-CL Q6 (151).

1.7 Efecto de laingestion de los AGPI-CL sobre el RCV.

El efecto del consumo de los AGPI-CL sobre el RCV, particularmente en el HDL-C es
controversial (152, 153). En general, se ha observado un incremento en HDL-C en
individuos con determinada patologia suplementados con AGPI-CL Q3 (154). En individuos
metabdlicamente sanos existen muy pocos estudios; algunos de ellos han observado un
incremento en las concentraciones de HDL-C (155, 156), otros no muestran cambios (157-
159), y algunos reportan cambios en las subfracciones de éstas (160, 161). La
comparacion de los hallazgos se dificulta por diferencias importantes en los estudios como
son el grupo etario, poblacién, duracién y dosis de suplementacién. Hasta el momento,
Gnicamente hay un reporte en poblacién mexicana, realizado por Carvajal y su grupo de
trabajo, en el que la poblacién estudiada fue suplementada con 3g de salmén durante 4
semanas y clasificada segun su perfil lipidico, al finalizar el estudio se observé que las

concentraciones de HDL-C incrementaron en los individuos normolipidémicos (156).
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Con relacion a la actividad de las enzimas desaturasas; hay reportes de que la
suplementacion con aceite de pescado modifica su actividad (162); ademas de que éstas
han estado asociadas con fenotipos estrechamente relacionados con el RCV como es el
perfil lipidico, entre ellas las concentraciones de HDL-C (10, 13, 140, 163-165). Algunos de

los estudios previamente mencionados se resumen en el Anexo |.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con base en la informacién previamente plasmada; se aprecia que el efecto de la
suplementacion con AGPI-CL Q3 sobre las concentraciones de HDL-C no es concluyente;
ademas de que Unicamente hay un estudio realizado en poblacién mexicana. Con relacién
a la actividad enziméatica de las desaturasas, los reportes en individuos sanos son escasos
y no hay reportes en poblacion mexicana, por lo que el presente estudio surge con el
proposito de investigar el efecto de la suplementacion con aceite de pescado durante 6
semanas sobre las concentraciones de HDL-C, la actividad enzimatica DAS, DA6, DAAS,
DAAG y sobre los indices Q3-HS, Q6/Q3 y ARA/EPA en una muestra de adultos jévenes
mexicanos, aparentemente sanos; asi como la asociacion de algunas variantes genéticas

con estos datos bioquimicos.

3. JUSTIFICACION

La concentracion sérica de HDL-C, la actividad enzimética estimada de DA5, DAA5, DAG,
DAAG, y los indices Q3-HS, Q6/Q3, ARA/EPA son indicadores de RCV. Valores > 50mg/dL
en las concentraciones de HDL-C, un indice Q3-HS >8, indice Q6/Q3 de, y una elevada
actividad enzimatica DA5 y DAA5 confieren proteccién contra ECV, enfermedades que
constituyen la primera causa de mortalidad en México y a nivel mundial.

De acuerdo con la evidencia cientifica previamente expuesta; los resultados de la
suplementacién con aceite de pescado sobre las HDL-C son inconsistentes; aunado a que
la informacién existente en poblacion mexicana es escasa, Unicamente se encontrd un
reporte en el que ningun factor genético fue considerado en su disefio. Con relacion a la
actividad enzimatica estimada de las desaturasas, indice Q6/Q3, ARA/EPA e Q3-HS no
existen reportes en nuestra poblacion tanto del efecto de la suplementacion con aceite de

pescado como de polimorfismos asociados.
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Mudltiples estudios han demostrado que polimorfismos de un solo nucle6tido modulan el
metabolismo de distintos nutrientes, como los lipidos, jugando un papel crucial en la
modificacion del riesgo de enfermedades, entre ellas las cardiovasculares. El
comportamiento de las variaciones genéticas y factores ambientales, como la ingesta de
nutrimentos, pueden ser distintos entre las poblaciones debido a entre otros factores, al
fondo genético. Por lo tanto, identificar las variantes genéticas que modulan los niveles
plasmaticos de lipidos, y &cidos grasos de importancia es crucial para la comprensién del
desarrollo de la enfermedad, asi como su comportamiento con la suplementacion con aceite
de pescado en jovenes aparentemente sanos, permitiendo proponer recomendaciones en
el consumo de AGPI-CL Q3 para prevenir ECV. Dado que la poblacibn mexicana se
caracteriza por un bajo consumo de AGPI-CL Q3 y valores inferiores de HDL-C en
comparacion con otras poblaciones, es de vital importancia conocer el efecto de la
suplementacién en nuestra poblacion, asi como el comportamiento de las variantes

genéticas.

4. HIPOTESIS

Los polimorfismos de un solo nucleétido modificaran la respuesta a la suplementacion con
aceite de pescado de manera negativa sobre las concentraciones de HDL-C, el indice
ARA/EPA, Q6/Q3 y de manera positiva sobre la actividad enzimética estimada de las
desaturasas y el indice Q3-HS en los jévenes mexicanos aparentemente sanos. El tamafio
del efecto, de acuerdo con la d de Cohen, de las variantes genéticas asociadas sera
pequefo (d 0.2-0.49).

La asociacion de los polimorfismos de un solo nucle6tido en los genes ABCA1 (rs9282541),
PCSKS5 (rs1029035), PONL1 (rs662, rs705379) y TNFa (rs1800629, rs361525) sera con las
concentraciones de HDL-C, mientras que aquellos presentes en FADS1 (rs174537 vy
rs17457), FADS2 (rs174576) y APOE (rs7412, rs429358) sera con la actividad enzimatica
estimada a partir de &cidos grasos en plasma y eritrocitos de las desaturasas
(DA5,DA6,DAAS y DAAB), asi como con los indices Q3-HS, Q6/Q3 y ARA/EPA.
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5. OBJETIVOS
1.8 Objetivo general

Evaluar la asociacion, contribucion y el tamafio del efecto de polimorfismos de un solo
nucledtido en los genes FADS1 (rs174537 y rs17457), FADS2 (rs174576), ABCAL
(rs9282541), TNFa (rs1800629, rs361525), PCSK5 (rs1029035), PON1 (rs662, rs705379)
y APOE (rs7412, rs429358) sobre las concentraciones de HDL-C, la actividad enzimatica
estimada DA5, DA5, DA6, DAA6 e indices ARA/EPA, Q3-HS, Q6/Q3 obtenidos a partir de
acidos grasos plasmaticos y eritrocitarios al término de la suplementacién con aceite de

pescado en poblacidon mexicana aparentemente sana.

1.9 Objetivos especificos

1. Analizar los parametros bioquimicos y antropométricos que se asocian a las
concentraciones de HDL-C, actividad enzimatica plasmatica y eritrocitaria de las
enzimas DA5, DAAS5, DA6 y DAAG e indices Q3-HS, Q6/ Q3, ARA/EPA en eritrocitos
y plasma al finalizar la intervencion en los participantes.

2. Analizar la asociacion de los polimorfismos seleccionados con las concentraciones
de HDL-C, actividad de las enzimas DA5, DAA5, DA6 y DAA6 plasmaticas vy
eritrocitarias, asi como los indices Q3-HS, Q6/ Q3, ARA/EPA al término de la
suplementacion en los participantes.

3. Estimar el efecto de los polimorfismos seleccionados sobre la estimacion de la
actividad de las enzimas desaturasa A5 y A6 e indices Q3-HS, Q6/ Q3, ARA/EPA
en eritrocitos y en plasma al finalizar la suplementacioén.

4. Comparar las frecuencias alélicas observadas con la reportada en otras

poblaciones.

6. MATERIAL Y METODOLOGIA

El presente estudio surge del trabajo previamente realizado titulado: “Respuesta a la
intervencion con PUFAs de acuerdo con los genotipos de PPARa y PPARY*“ (166); por lo

gue el disefio y conduccion del estudio se llevo a cabo con anterioridad.
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1.10 Diseio del estudio:

El estudio es de caracter cuasiexperimental ya que se realiza una intervencion no
aleatorizada; prospectivo porque los datos se colectan conforme el estudio se va realizando,
comparativo debido a que se presentan mediciones en dos tiempos (inicial y final y

longitudinal dado que se realiza durante determinado tiempo (6 semanas).

1.11 Lugar del estudio:

Se llevd a cabo en la Universidad Iberoamericana, Universidad Nacional Autbnoma de
México (UNAM), Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) y Unidad de
Investigacién Médica en Nutricién, Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional, Siglo
XXI, ciudad de México.

1.12 Poblacion de estudio:

Individuos adultos mexicanos captados en la Universidad Iberoamericana (UIA) y en la

Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), Ciudad de México.

1.13 Criterios de seleccioén:

1.13.1 Criterios de inclusion
e Adultos sanos de entre 18 y 40 afos.
e IMC: entre 18.5y 30 kg/m?.
e Habitos de actividad fisica: de sedentario a moderado (de acuerdo con la encuesta
propuesta).

e Metabdlicamente sanos.

1.13.2 Criterios de exclusion:

e Tratamiento concomitante: Consumo de suplementos dietéticos o0 medicamentos
que puedan afectar los resultados del estudio.

e Fumadores activos, sospecha de consumo de alcohol o drogas ilicitas.
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o Padecer enfermedad significativa en las dos semanas previas al inicio del estudio,
presencia de alguna infeccion sistémica o cualquier condicion médica que requiera
tratamiento terapéutico durante el estudio.

¢ Que presenten alguna condicion médica relacionada a la coagulacién.

e Sujetos que no puedan adherirse a los procedimientos del estudio, que participen
simultdneamente en un estudio clinico o que hayan participado en otro estudio

clinico en 4 semanas previas al inicio del estudio.

1.13.3 Criterios de eliminacion
e En caso de desarrollar cualquier condicion médica, o efectos adversos al producto

¢ Cuando el individuo lo decida o no cumpla con los procedimientos del estudio.

1.14 Tipo de muestreo

No probabilistico con participacion de voluntarios.

1.15 Tamano de la muestra

La muestra se calculd para responder los objetivos del estudio “Respuesta a la intervencion
con PUFAs de acuerdo a los genotipos de PPARa y PPARY*(166), con una cantidad de 200
participantes de acuerdo con las frecuencias alélicas reportadas en la poblacién mexicana
y tomando en consideracion estudios previos de los efectos del genotipo sobre los TGL tras

la suplementacion.

1.16 Descripcion general del estudio

Se realizé una intervencion con el suplemento Triple Strength Fish Oil, GNC Preventive
Nutrition® (647 mg de EPA+253 mg de DHA). La indicacion de consumo fue de 3 capsulas
por dia (1941mg EPA+759mg DHA) durante 6 semanas, junto con alimentos; de preferencia
durante el desayuno.

La conduccion del estudio se realizé6 mediante 3 visitas de los participantes a las clinicas
de nutricion localizadas en la UNAM y/o UIA. Las visitas consistian en:

Primera visita: se proporcioné consentimiento informado, se realizaron medidas de
composicion corporal (peso, talla, masa grasa, masa libre de grasa, IMC), se efectu6 una
historia clinica, se extrajo sangre para determinar parametros bioguimicos (glucosa, HDL-
C, LDL-C, TGL, HOMA, insulina, HbAlc y se extrajo DNA a partir de buffy coat. Ademas,
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se entrego el suplemento suficiente para consumir durante las siguientes tres semanas y
se proporciond un diario donde los sujetos informaron por escrito cualquier sintoma o efecto
adverso, asi como la cantidad de capsulas ingeridas por dia durante las primeras 3
semanas.

Sequnda _visita: se entregaron resultados bioquimicos, antropométricos y se

proporcionaron suplementos para consumir durante las siguientes 3 semanas.
Tercera visita: se realizaron mediciones de composiciéon corporal y toma de muestra

para la determinacién de parametros bioquimicos.

1.17 Selecciéon de polimorfismos

Los polimorfismos evaluados en este estudio se seleccionaron considerando los siguientes
criterios:
1) Asociacion significativa con las concentraciones de HDL-C y/o con la actividad
enzimética estimada de las desaturasas.
2) Evidencia de por lo menos 2 estudios independientes.
3) Frecuencia alélica en poblacién mexicana minima del 20% en poblacién mexicana

0 con gran evidencia del impacto en poblacion mexicana.

1.18 Definicion de variables de interés del estudio

Variables independientes:
e Apego a la suplementacion (A indice Q3-HS): variable cuantitativa continua,
indicada como porcentaje.
e Edad: variable cuantitativa discreta medida por afios
e Sexo: variable cualitativa codificada como 1 para femenino y 2 masculino
e Paradmetros iniciales:

o Concentraciones de HDL-C: variable cuantitativa continua.

o Actividades enziméticas estimadas de 2 muestras biolégicas (eritrocitos y
plasma): DA5, DAA5, DA6, DAAG: variables cuantitativas expresadas en
porcentaje

o Indices calculados a partir de acidos grasos de 2 muestras bioldgicas
(eritrocitos 'y plasma): indice Q3-HS, ARA/EPA, Q6/Q3: variables

cuantitativas expresadas en porcentaje.

27



e Parametros finales:
o Parametros bioquimicos: concentraciones de triglicéridos, glucosa. HDL-C,
LDL-C: variables cuantitativas continuas.
o IMC: variable cuantitativa.
o Actividades enzimaticas estimadas DAA5, DAG6 (eritrocitos y plasma) y DAA6
(eritrocitos): variables cuantitativas expresadas en porcentaje
e Variantes genéticas: variable nominal codificada segun el patron de herencia:
o Patron aditivo: homocigoto del alelo menor: 1, heterocigoto:2, homocigoto
del alelo mayor: 3
o Patrén dominante: homocigoto del alelo mayor +heterocigoto:1, homocigoto
del alelo menor:0
o Patrén recesivo: homocigoto del alelo menor+heterocigoto:0, homocigoto del

alelo mayor:1

Variables dependientes:
Valores obtenidos al finalizar la suplementacién de:
e Concentraciones de HDL-C: variable cuantitativa continua,
e Actividades enzimaticas estimadas de 2 muestras bioldgicas (eritrocitos y plasma):
DA5, DAA5, DA6, DAAG: variables cuantitativas expresadas en porcentaje
e Indices calculados a partir de acidos grasos de 2 muestras bioldgicas (eritrocitos y
plasma): indice Q3-HS, ARA/EPA, Q6/Q3: variables cuantitativas expresadas en

porcentaje.

1.19 Apego a la suplementacion

Se evaluo la incorporacion de los AGPI-CL Q3 EPA y DHA mediante el indice Q3-HS en
eritrocitos. Cuando el sujeto ingiere la capsula tiene un incremento en este indice; por lo
que se comparé el indice Q3-HS inicial y el Q3-HS final eritrocitario. Dado a que la
comparacion fue estadisticamente significativa se determiné que la muestra estudiada tuvo
apego a la suplementacion. Con la finalidad de obtener una cifra que nos aproximara a una
magnitud de cambio se realiz6 la diferencia del indice final y el indice inicial, denominandolo
A indice Q3-HS.
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1.20 Estimacion de la actividad enzimatica desaturasa e indices: Q3,
ARAJ/EPA, Q6/ Q3

La estimacion de la actividad enzimética de las desaturasas se realizé mediante la relacién

metabolito/precursor (11, 57-59), como se indica en la Tabla 4.

Tabla 4 Célculo de la actividad enzimética estimada de las desaturasas en eritrocitos y
plasma.

Metabolito Descripcion Formula
> — S — IRA
Desaturasa A5 Razon del §1C|do Araqwdo_nlco y acido
Dihomo-y-linoleico DGLA
Desaturasa Agregada Razon del acido Eicosapentaenoico y EPA
A5 acido a-Linoleico LN
. . o g — M
Desaturasa A6 Razon del acu_jo % .Ilnolelco y acido G
linoleico LA
Desaturasa Agregada Razon: acido Dihomo-y-linolénico entre DGLA
A6 acido Linoleico LA

Los indices se calcularon a partir de las mediciones obtenidas de los acidos grasos en 2

muestras bioldgicas: eritrocitos y plasma, como se indica en la Tabla 5.

Tabla 5 Célculo de los indices Q3-HS, ARA/EPA y Q6/Q3 en eritrocitos y plasma.

Metabolito Descripcion Formula
Indice Q3-HS Sumatoria del 4cido DHA + EPA
Eicosapentaenoico y
Docosahexanoico
indice ARA/EPA Razén acido Araquidonico y acido ARA
Eicosapentaenoico EPA
Indice Q6/Q3 Division de la sumatoria de los Q6
AGPI-CL Q3 y AGPI-CL Q6 03
AGPI-CL Q6 Sumatoria de los AGPI-CL que
pertenecen a la serie Q6 DGLA + GLA+ ARA+ LN
AGPI-CL Q3 Sumatoria de los AGPI-CL que ALN + DHA + EPA
pertenecen a la serie Q3

1.21 Técnicas de laboratorio

1.21.1 Analisis de acidos grasos en plasma y eritrocitos.
La determinacion de acidos grasos presentes en plasma y eritrocitos es esencial para la

medicion y estimacion de distintos parametros cruciales en el presente estudio como son:
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apego a la suplementacién, estimacion de la actividad enzimética de las desaturasas y
calculo de indice Q3-HS, ARA/EPA y Q6/Q3.

El andlisis de &cidos grasos en eritrocitos y plasma se realiz6 mediante cromatografia de
gases. Esta metodologia hace pasar el analito en forma gaseosa a través de la columna,
arrastrado por una fase mévil gaseosa llamado gas portador; el cual se separa de acuerdo
con el nUmero de carbonos y enlaces que presenta. Para poder realizar el analisis mediante

este principio se requieren 2 procesos previos:
1) Extraccion de lipidos

La extraccion de lipidos se lleva a cabo de manera diferente de acuerdo con el tipo de
muestra bioldgica a tratar. En el caso de eritrocitos se utilizd el método modificado de Hara
y Radin (167), y en plasma el método modificado por Folch et al (168). La diferencia se

basa en el tipo de solvente utilizado.

Plasma: se agregé 1mL de muestra y se le adicioné cloroformo metanol (2:1);
posteriormente se agitdé durante 5 minutos y se centrifugé a 2600rpm durante 20min. Al
finalizar, la fase acuosa se desechd por vacio; la fase organica inferior se recuperé a otro
tubo y el solvente se evaporé por medio de una corriente de nitrégeno; se realiz6 un ultimo
lavado para eliminar restos proteicos con isooctano y se colocé en viales; volviendo a
evaporar el solvente mediante corriente de nitr6geno. La cantidad de grasa obtenida se

cuantific6 mediante diferencia de peso de los viales.

Eritrocitos: se colocé 1g de eritrocitos en tubos coénicos de vidrio, se le adicioné
isopropano/hexano (4.5:6.0) y se agité constantemente durante 10min, posteriormente se
centrifugd a 2000 RPM durante 15 min. La fase liquida se recuperd y se colocé en un tubo
para evaporarse bajo una corriente de nitrégeno. Estos tubos se pesaron nuevamente y se
les agreg6 900 yL de hexano para disolver la grasa extraida. La solucién de hexano se
transfirié a unos viales previamente pesados, se evapord bajo una corriente de nitrégeno y
se pesaron al finalizar la evaporacion. La cantidad de grasa obtenida se cuantificé mediante
diferencia de peso. Hara y Radin demostraron que estos reactivos pueden penetrar las
membranas celulares y disolver diversos lipidos que difieren en sus propiedades de
solubilizaciéon y no disuelve componentes no lipidicos como en el caso de cloroformo-
metanol (169).

2) Preparacion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME)
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Existen diversos métodos para la preparacién de FAME; el método seleccionado fue aquel
descrito por Kramer et al., esta técnica consta de dos reacciones consecutivas: una

transesterificacion en un medio alcalino seguido de una esterificacion acidificada.

A 20 mg de grasa extraida se le agregaron 0.5 mL de tolueno y 1 mL de sodio metandlico
0.5N (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Alemania). Las muestras se agitaron durante 30
segundos y se colocaron en un bloque de calentamiento a 55°C (Reacti-Therm Il, Pierce
Biotechnology, EE. UU.) durante 15 minutos. Una vez que se dejaron enfriar a temperatura
ambiente, se afiadié 1 mL de una solucion metandlica que contenia 14% de trifluoruro de
boro (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Alemania) y 250 uL de &cido margérico como acido
graso estandar (100 mg/ mL de &cido margaran en metanol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Alemania). Las muestras se agitaron de nuevo durante 30 segundos, se incubaron y se
dejaron enfriar en las mismas condiciones anteriormente descritas. Posteriormente, a las
muestras se les afladi6 1 mL de isooctano (J. T. Baker, EE. UU..) y 4 mL de solucién
saturada de cloruro de sodio. Después de agitar durante 2 minutos, los viales se

centrifugaron a 2500 RPM, a 4°C durante 10 minutos.

La capa organica superior se recupero y se transfirié a viales &mbar (COREX); el disolvente
se eliminé mediante corriente de nitrégeno (ultra-alta pureza) y mediante diferencia de peso
de los viales @&mbar se obtuvo la cantidad de FAME; los viales se almacenaron a -70°C

hasta realizar el analisis por cromatografia de gases.

3) Cromatografia de gases

Los esteres metilicos de acidos grasos fueron separados y analizados en el cromatégrafo
de gases 7820a GC System, Agilent Technologies, acoplado a un detector de llama de
hidrogeno (FID). Se us6 una columna capilar de silice fundida de 100 m, 0.25 mm de
diametro interno y 0.20 um de espesor. El volumen de inyeccién fue de 1 uL. Se utilizo helio
como gas acarreador a una tasa de flujo de 1.2 mL/min. La temperatura de ionizacion de
llama se fij6 a 270°C y la temperatura del inyector a 250°C. La temperatura del horno se
programa inicialmente a 70°C con una velocidad progresiva de 30°C/min hasta alcanzar
una temperatura de 175 °C. Posteriormente, la velocidad progresiva fue de 1.2 °C /min
hasta alcanzar 230 °C, una vez alcanzada esta temperatura, se mantuvo constante durante

5 min.
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Los picos de longitud de cadena de C12 a C24 se identificaron comparandolos con los
tiempos de retencidon de las mezclas estandar de alta pureza (<99%) (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, 37 FAs mixture) para poder determinar el area bajo la curva de cada pico,
con la finalidad de conocer el porcentaje de acido graso en base a la suma de las areas de

los &cidos grasos identificados; estos son expresados en porcentaje.

1.21.1 Determinacion de datos antropométricos y bioquimicos

Como se menciond anteriormente, las medidas antropométricas: peso (InBody 720®), talla
(estadimetro convencional) y bioquimicas: glucosa, insulina, triglicéridos, colesterol total,
LDL-C, HDL.C, HbAlc se determinaron previamente para la realizacién del estudio
“Respuesta a la intervencion con PUFAs de acuerdo a los genotipos de PPARa vy

PPARY*(166),por lo que esta metodologia esta descrito en el Il Anexo.

1.21.2 Cuantificaciéon y pureza de ADN.

La cuantificacion del ADN se realizé utilizando el Nanodrop ND 1000, el cual funciona bajo
el principio de espectrofotometria (170); éste se basa en la capacidad de los compuestos
para absorber energia; en este caso luz ultra violeta (UV) (171). El fundamento de esta

metodologia se encuentra descrito en el Ill Anexo.

1.21.3 Genotipificacion de SNP

Se evaluaron 11 polimorfismos de un solo nucleétido; de los cuales 2 pertenecen al gen
FADS1, 1 al gen FADS2, 2 al gen TNFa, 1 al gen ABCAL, 1 al gen PCSK5, 2 al gen PON1
y 2 al gen APOE. La genotipificacion se realizé mediante discriminacion alélica.

1.21.3.1 Discriminacion alélica
La discriminacién alélica se realizé por PCR en tiempo real con sondas predisefiadas
Tagman®; donde la amplificacion y deteccion del genotipo ocurren simultaneamente (IV

Anexo). Las sondas utilizadas se muestran en la Tabla 6:

Tabla 6 Numero de catalogo de las sondas utilizadas para la deteccion de SNPs.

Gen/rs NUumero de catalogo Genl/rs Numero de catalogo
FADS1/rs174547 C__ 2269026_10 APOE/ rs7412 C 904973_10
FADS1/rs174537 C__ 2292336_10 APOE/ rs429358 C__3084793_20
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FADS2/rs174576 C__ 2575520 _10 PON1/ rs662 C__ 2548962 _20

TNFa /rs361525 C__ 2215707_10 PON1/rs705379 C_ 11708905_10

TNFa/ rs1800629 C__ 7514879 10  PCSK5/rs1029035 C__ 8765102_10
ABCA1/rs9282541  C__11720861_10

1.22 Analisis estadistico.

Se estimaron los valores de tendencia central (media) y dispersion (desviacion estandar)
de las variables continuas analizadas, y las frecuencias de las variables nominales y
categoricas. La prueba de Kolmogoérov-Smirnov fue empleada para determinar la
normalidad de la distribucion de las variables continuas.

Para comparar las variables al inicio y al término de la suplementacion se realizé la prueba
de comparacién de medias (t de Student pareada) si la distribucion de datos cumple con la
normalidad, o comparacion de rangos mediante la prueba de Wilcoxon en caso de no
cumplir con la normalidad de los datos. Para determinar las diferencias por sexo y variantes
genéticas se utilizé la prueba de comparacion para muestras independiente segin su
distribucion: t de Student para datos con distribucion gaussiana o U-Mann-Whitney para
datos sin distribucion gaussiana.

Mediante la prueba exacta de Fisher se compararon las frecuencias alélicas entre la
obtenida y la reportada en el Proyecto 1000 Genomas
(http://Iwww.internationalgenome.org/)  (172). Las desviaciones de las frecuencias
genotipicas esperadas por el equilibrio de Hardy-Weinberg fueron determinadas por una

prueba de chi cuadrada.

La codificacion de las variantes genéticas se menciona en el apartado de definicion de
variables de interés. En el caso de la variante genética rs9282541 de ABCA1 se sumaron
la cantidad de homocigotos GG y heterocigotos GA debido a la baja frecuencia del primer
genotipo encontrada en la poblacion estudiada; correspondiendo al patrén de herencia
dominante. Para las variantes genéticas que pertenecen al gen APOE: rs7412 y rs429358
se determind el genotipo de la isoforma de acuerdo con la siguiente descripcion: E4
corresponde a (C; C) del rs7412 y rs429358; E3 (T; T) del rs429358 y (C; C) del rs7412 y
E2 (T; T) para el rs7412 y rs429358; para este polimorfismo Unicamente se utilizé el patron

de herencia aditivo.
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Se realiz6 la correlacion de Spearman (célculo de Rho) de los acidos grasos con parametros
bioguimicos y antropométricos, la correlacion de parametros bioquimicos para identificar
variables con alta correlacién; aquellas que presentaron una correlacion alta (20.8) se

descartaron para ser integradas en el modelo general lineal univariado.

La evaluacién de los pardmetros bioquimicos, antropométricos y genéticos asociados con
las variables de interés (concentraciones de HDL-C, la actividad enzimética estimada de
DA5, DAA5, DAB, DAAG, indice Q3-HS, ARA/EPA al final de la suplementacion) se llevo a
cabo mediante el modelo lineal general univariado. En caso de no cumplir con el supuesto
de normalidad en los residuales la variable dependiente se transformé. Los parametros:
concentraciones de HDL-C, actividad enzimatica DA5, DAA5S, DA6, DAAG, indice Q3-HS,
ARA/EPA, indice Q6/ Q3 se consideraron como variable dependiente; mientras que los
pardmetros bioquimicos y antropométricos como covariables; las variantes genéticas bajo

los distintos patrones de herencia y sexo se consideraron como factores fijos.

Para cumplir con los objetivos establecidos se realizaron tres estrategias: la primera
estrategia se llevé a cabo para determinar la asociacién de pardmetros bioquimicos con la
variable dependiente mediante la realizacion de un modelo general univariado ajustado por
sexo, edad, IMC y apego a la suplementacién; una vez establecidos los parametros

asociados se lleva a cabo la sequnda estrategia con la finalidad de identificar las variantes

genéticas con los distintos patrones de herencia (aditivo, recesivo y dominante) asociadas;
esta estrategia se llevd a cabo mediante la adicibn de los parametros bioquimicos
asociados bajo la primera estrategia y la adiciébn de cada polimorfismo con su respectivo
patrén de herencia; una vez detectadas las variantes genéticas asociadas y el patron de

herencia, se realiza la tercera estrategia con el objetivo de evaluar el comportamiento

simultaneo de los polimorfismos asociados, se adicionaron todos los polimorfismos bajo el
patron de herencia aditivo asociados en la segunda estrategia. En cada prueba de hipotesis

se consideré como significativo un valor de P<0.05.

El célculo del tamafo del efecto se realizé6 de acuerdo con la d de Cohen; cuando se

compararon parametros iniciales y finales se efectu6 mediante la diferencia de medias
dividido entre la desviacion tipica: d=%; para los modelos generales lineales se

transformo la eta parcial cuadrada a d de Cohen mediante la féormula d = 2f, donde f =
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etap 2
1—etap?

con ayuda del software Psychometrica(173) de libre acceso. La etapa, es la eta

parcial cuadrada obtenida de los modelos lineales generales. Los puntos de corte para la
interpretacion de los valores obtenidos son bajo 0.2-0.49, mediano 0.5-0.8 y grande 20.8
(98, 173). Los analisis estadisticos fueron realizados empleando el software SPSS version
22 (SPSS Inc. Chicago USA).

7. RESULTADOS

Se evalud la elegibilidad de 253 individuos, de los cuales sélo 226 cumplieron con los
criterios de inclusién y aceptaron participar en la intervencion. De estos, 30 participantes
abandonaron el estudio: 12 presentaron intolerancia al aceite de pescado, 7 se perdieron
en el seguimiento, 6 fueron eliminados del estudio debido a violaciones de los criterios de
inclusién del protocolo y 5 decidieron abandonar el estudio. De los 196 individuos que
terminaron el seguimiento, 5 participantes se excluyeron por el consumo de medicamentos
que podrian interferir con los resultados del estudio quedando un total de 191 participantes.
Los efectos secundarios més frecuentes fueron gastrointestinales (informados por el 52%
de los participantes suplementados) referidos como eructos con sabor a pescado. No se
informaron efectos adversos graves por el consumo del aceite de pescado.

1.23 Datos descriptivos de la poblacion estudiada.

La poblacion estudiada consisti6 en 191 adultos jévenes aparentemente sanos; de los
cuales el 63.4% son mujeres y el 36.6% son hombres.

Al término de la suplementacion las mujeres presentan cambios estadisticamente
significativos en los siguientes parametros: disminucién en Hb1Ac, porcentaje de grasa
corporal e incremento en masa libre de grasa (MaLG) e IMC; en hombres, se observé una
disminucion en el porcentaje de grasa corporal, Hb1Ac e insulina en ayuno; e incremento
en concentraciones de glucosa sérica. El tamafio del efecto de la suplementaciéon sobre
estos parametros es muy pequefio de acuerdo con el valor de la d de Cohen, con excepcion
de la glucosa que es pequefio. El cambio en las HDL-C tras la suplementacioén es diferente
por sexo; en mujeres se observa una tendencia a la reduccion (P=0.063), y en los hombres
un incremento (P=0.095) (Tabla 7).
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Tabla 7.

Datos descriptivos de parametros antropométricos y bioquimicos al inicio y término de la suplementacion.

Total Mujeres Hombres
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
MediatDE MediatDE MediatDE MediatDE P MediatDE MediatDE P

Edad (afios) 26.616.3 26.716.2 26.416.5
Talla (cm) 164.4+8.4 159.845.6 172.416.2
Peso (kg) 64.41+10.2 64.4+10.1 59.7+8.3 59.918.4 0.068! 72.4+7.9 72.3t7.7 0.431!
IMC (kg/cm?) 23.7+2.6 23.812.6 23.4+2.7 23.5+2.7 0.012*2 24.412.4 24.412.4 0.75%
Grasa corporal (%) 28.6173. 28.217.4 32.315.5 31.945.7 0.006*! 22.215.4 21.445.5 0.015*1
MLG (kg) 46.19.1 46.319.1 40.2+4.6 40.5+4.7 0.001*! 56.11+5.3 56.41+5.5 0.07*
Cir.C (cm) 78.518.2 78.318.1 75.317.2 75.1+7.2 0.762 83.9916.8 83.716.7 0.27*
TGL (mg/dL) 98+53.5 93.9+57.9 93.6+49 88.6152.9 0.063? 105.7+60.0 | 103.2+64.96 0.17?
Colesterol (mg/dL) 173.2+31.8 173.7+£29.3 174.9+30.5 173.2+27.9 0.41 170.2+34.0 174.5+31.88 0.15!
LDL-C (mg/dL) 104.6+26.7 106.5+25.6 103.8+25.1 104.8+23.95 0.662 105.9+29.4 109.4+28.2 0.18!
HDL-C (mg/dL) 48.9+11.9 48.6+11.7 52.1+12.4 50.94112.5 0.063% 43.3+8.5 44.5+8.7 0.095*
Glucosa (mg/dL) 84.616.97 85.617.0 83.5+6.01 83.9616.5 0.37* 86.618.0 88.3+7.1 0.051*
HbAlc (%) 5.1+0.4 5.1+0.4 5.1+0.4 5.0£0.4 0.008*2 5.240.3 5.1+0.4 0.047*2
Insulina (mIU/L) 7.7t11.3 7.217.2 7.7+12.7 6.915.94 0.342 7.7+8.5 7.519.2 0.044*2
HOMA 1.612.5 1.5+1.6 1.6+2.8 1.4+1.3 0.30* 1.7+2.04 1.7+2.1 0.122

Abreviaturas: DE: desviacion estandar, MalLG: masa libre de grasa, Cir.C: circunferencia de cintura, TGL: Triglicéridos, LDL-C: colesterol

asociado a lipoproteinas de baja densidad, HDL-C: colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad, HbAlc: hemoglobina glucosilada.
!prueba paramétrica para muestras pareadas: T de Student
Zprueba no paramétrica para muestras pareadas: Wilcoxon
*Valor de P<0.05 a dos colas
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1.24 Actividades enzimaticas estimadas: desaturasa A5 (DA5), desaturasa
agregada 5 (DAAS), desaturasa A6 (DA6), desaturasa agregada A6
(DAAG).

Al finalizar el estudio, la actividad estimada de las enzimas desaturasas estimadas
presentan cambios estadisticamente significativos, como es el incremento en DA5 y
DAAD5, la disminucion de DA6 en ambos sexos y muestras bioldgicas estudiadas y el
incremento DAAG eritrocitaria en mujeres.

Para evaluar si el efecto de la suplementacién sobre las actividades enzimaticas es
distinto por sexo, se comparé la actividad final de las enzimas; encontrando que el
incremento es mayor en mujeres en la DAAS5 eritrocitaria (P=0.027) que en hombres;
mientras que en plasma alcanza un valor limitrofe al punto de corte de significancia
estadistica (P=0.05) (Tabla 8).

El tamafio del efecto de la suplementacion sobre la estimacion de la actividad enzimética
es grande en ambos sexos y muestras biologicas (plasma y eritrocitos) sobre la actividad
estimada de la DAA5; mediano en la DA5 plasmética de ambos sexos y en la DA6
plasmética en mujeres; pequefo en la DA5 en eritrocitos en ambos sexos, en la DA6 en

hombres de ambas muestras biolégicas y en la DAA6 eritrocitaria en mujeres; (Tabla 8).
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Tabla 8. Actividad enzimatica estimada de las enzimas desaturasas en eritrocitos y plasma al inicio y final de la intervencién por sexo.

Mujeres n=121 Hombres n=70
Inicio Final Inicio Final
P d P d
Media + DE Media +DE Media +DE Media + DE
DAS [e] 8.6+2.2 9.7£2.5 <0.001*! &0.44 84+2.1 9.1+2.1 <0.001*! ®0.33
DAS [p] 4.4+1.7 5.6+2.1 <0.001*! ©0.64 4.6+1.5 55+1.8 0.002*! © 0.55
DAAS [e] 31+17 15.8 £6.7 <0.001*! 026 31+21 13.7+5.3 <0.001*! 027
DAAS [p] 09+1.1 45133 <0.001*! e15 0.8+0.9 3.6+25 <0.001*! e15
DA6 [e] | 0.005+0.002 | 0.005 +0.003 0.001* 0.1 0.006 + 0.004 0.005 + 0.003 0.017*! ®0.22
DA6 [p] | 0.013+0.005 | 0.011 +0.004 <0.001*! ©05 0.013 + 0.005 0.011 + 0.004 <0.001*! ®0.45
DAAG [e] 1.3+0.2 1.4 +0.20 0.002*! @0.2 1.3+0.2 1.3+0.2 0.2941 0.03
DAAG6 [p] 0.2 £+0.05 0.2 +0.06 0.108? 0.13 0.2 +0.05 0.2+0.05 0.699* 0.06

Abreviaturas: [e] eritrocitos, [p] plasma, DE desviacion estandar

! prueba no paramétrica para muestras pareadas: Wilcoxon
*Valor de P<0.05 a dos colas

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequeiio 0.2-0.49, ©mediano 0.5-0.8 y egrande >0.8
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1.25 indices obtenidos a partir de acidos grasos en eritrocitos y en plasma.

Los indices obtenidos a partir de acidos grasos plasmaticos y eritrocitarios presentan
diferencias por sexo al inicio y al término de la suplementacion en las muestras estudiadas
(Tabla 9). El indice Q3-HS, y Q6/Q3 son diferentes entre hombres y mujeres desde el inicio
del estudio, mientras que el indice ARA/EPA presenta diferencias Unicamente al término de
la intervencion.

Al finalizar la suplementacion el indice Q3-HS incrementa mientras que los indices
ARA/EPA y Q6/Q3 disminuyen; cambios estadisticamente significativos con magnitud
grande en hombres y mujeres y muestras biolégicas estudiadas.

1.26 Apego a la suplementacion

Como se mencioné anteriormente el indice Q3-HS incrementa al finalizar la
suplementacion, infiriendo que la muestra estudiada se apegé a la suplementacioén. La
diferencia entre el indice inicial y final (A indice Q3-HS) nos indica la cantidad absoluta del
cambio; observando que fue heterogéneo (Figura 3); se aprecia que la mayoria de los
participantes tuvo un cambio positivo, excepto 4 casos que presentaron un cambio
negativo. La media del cambio del indice (A indice Q3-HS) total es de 2.66%; teniendo una

media de 2.83% en mujeres y 2.36% en hombres.

A Indice 03

B Mujeres Hombres

Figura 3. Apego a la suplementacién de la muestra estudiada representada mediante el A indice Q3-HS en eritrocitos.
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Tabla 9. indices obtenidos a partir de acidos grasos en plasma y eritrocitos por sexo al inicio y al final de la suplementacion.

Mujeres Hombres
Inicial Final Inicial Final
P d P o
MediatDE | MediatDE MediatDE | MediatDE P i] Pf]

indice Q3-HS [e] 5+1.3 7.8t1.2 | <0.001*! | 2.3 4.6%1.2 6.9+1.2 <0.001*' | 1.9 | 0.004*2 | <0.001*2
indice Q3-HS [p] 2.1+1.3 5.6+2.6 | <0.001*' | 1.7 1.9+0.97 4.6%1.9 <0.001*! | 1.8 0.027*2 0.007*2
ARA/EPA [e] 44.1¥16.3 8.8+5.7 | <0.001*! | 2.9 | 48.8+19.9 10.845.9 | <0.001*' | e2.6 0.1812 | <0.001*2
ARA/EPA [p] 18.549.9 3.845 <0.001*' [ 1.9 | 19.5+10.4 4.4%4.9 <0.001*! | 1.9 0.3232 0.011*2
06/03 [e] 6.5+1.6 3.7¢0.8 | <0.001*! | e2.2 7.1+1.6 434094 | <0.001*' | e2.1 | 0.003*2 | <0.001*2
06/03 [p] 17.6%6.3 8.1+4.5 | <0.001*! | @2.04 | 18.5+4.8 9+3.5 <0.001*' | 2.7 | 0.038*2 | 0.004*2

Abreviaturas: [e] eritrocitos, [p] plasma, [i] inicial, [f] final, DE desviacion estandar
! prueba no paramétrica para muestras pareadas: Wilcoxon

2 prueba no paramétrica para muestras independientes: U de Man Whitney
*Valor de p<0.05 a dos colas

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segiin Cohen: egrande >0.8

40



1.27 Frecuencias genotipicas observadas en la muestra.

Las frecuencias genotipicas de las variantes estudiadas que se observaron en la muestra
estudiada se encuentran en la Tabla 10. Todas las variantes se encuentran en equilibrio de
Hardy Weinberg con excepcion del rs1800629 (TNFa, P=0.01); y la variante rs174547
(FADS1) cuyo valor de P fue limitrofe (P= 0.05).

Tabla 10. Frecuencias genotipicas y alélicas observadas en la muestra estudiada.

Genotipos Alelos
Gen rs n H. alelo mayor | Heterocigoto H. alelo menor | A. Mayor | A. Menor
n % n % n % % %
PCSK5 |1029035| 191 | TT 71 37 |TG 96 502 | GG 24 13 T:62 G: 38
ABCA1 |9282541| 191 |GG 163 85 |GA 26 136 | AA 2 1 G: 93 A7
FADS1 174537 | 191 | TT 92 48 (TG 80 419 | GG 19 9.9 T:69 G:31
174547 | 191 | CC 49 26| CT 8 429 | TT 60 31 C: 47 T:53
FADS2 | 174576 | 191 | AA 92 48 | AC 76 398 CC 23 12 A: 68 C:32
TNFa 361525 | 191 |GG 164 86 |GA 27 141 | AA 0 0 G: 93 A:7
1800629 191 | GG 175 92 |GA 14 73 AA 2 1 G: 95 A:5
PON1 705379 | 191 |GG 43 23 |GA 93 48.7| AA 55 29 G: 47 A: 53
662 191 ] CC 55 29| CT 90 47.1| 7T 46 24 C:52 T:46
APOE 7412 191 | CC 182 95| CT 9 47 | TT 0 C:.98 T:9.2
429358 | 191 | TT 160 84 | TC 30 15.7| CC 1 0.5 T:92 C:8

Abreviaturas: n: cantidad de individuos observados, H.: Homocigoto, A.: Alelo

En la tabla 11 se muestra la comparacion de las frecuencias alélicas de los polimorfismos
estudiados con las reportadas en el Proyecto 1000 Genomas (172); el cual representa la
diversidad genética a nivel mundial. Se identificaron diferencias significativas entre las
frecuencias observadas en el presente estudio y las reportadas en las poblaciones africana,
europea, asiaticos del este y sudeste para el SNP rs9282541 (ABCAL); con asiaticos del
sudeste para el rs1029035 (PCSK5); con la africana en los polimorfismos rs705379 (PON1)
y rs429358 (APOE); la variante rs7412 (APOE) es diferente de la africana y asiatica del
este, mientras que el rs662 es diferente comparada con las dos poblaciones anteriormente
mencionadas y ademas, con europeos. Las variantes rs174576 (FADS2) y rs174537
(FADS1) muestran frecuencias distintas a las reportadas en africanos, europeos y asiaticos
del sudeste; el rs174547 (FADSL1) con africanos y asiaticos del sudeste. Las frecuencias de
los polimorfismos rs361525 y rs1800629 (TNFa) fueron similares al resto de las

poblaciones.
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Tabla 11. Frecuencias alélicas observadas en la muestra estudiada y reportadas en
distintas poblaciones de acuerdo con 1000 Genomas.

Gen rs Alelos | MEX | AFR P AMR P EUR P EAS P SAS P
T 62 | 49 0.065 64 0.77 | 55 0.31 64 0.77 | 46 0.023*
PCSKS | 1029035 G 38 [ 51 36 45 36 54
G 93 |100 0.007* | 96 0.353 (100 0.007* 100 0.007* | 100 0.007*
ABCA1 | 9282541 A . 0 4 0 0 0
174537 T 69 2 <0.001*( 59 0.141| 35 <0.001*| 57 0.079 | 16 <0.001*
FADS1 G 31 | 98 41 65 43 84
174547 C 47 2 <0.001*( 59 0.09 | 35 0085 | 43 0.489 | 14 <0.001*
T 53 | 98 41 65 59 86
A 68 | 25 <0.001*| 61 0.302 | 36 <0.001*| 57 0.109 | 14 <0.001*
FADS2 | 174576 C 32 | 75 39 64 43 86
361525 G 93 | 96 0.353 92 078 | 94 0774 |97 0195 [ 8 0.324
TNF-a A 7 4 8 6 3 11
1800629 G 95 [ 88 0077 | 93 0.552| 87 0.664 | 94 0.757 | 95 1
A 5 12 7 6 6 5
705379 G 47 | 93 <0.001*| 56 0.204| 51 0.572 |55 0.322 | 59 0.09
PON1 A 53 7 44 49 45 41
662 C 52 | 75 0.001* | 50 0.667 | 29 0.001* | 67 0.046* | 42 0.12
T 46 | 25 50 71 33 58
2412 C 98 | 90 0.017* | 95 0.249( 94 0.149 | 90 0.017*| 96  0.408
T 2 10 5 6 10 4
APOE
T 92 | 73 <0.001*| 90 0.622| 84 0.082 | 91 0.8 91 0.8
429358
C 8 27 10 16 9 9

Abreviaturas: MEX: Mexicanos, AFR: Africanos, AMR: Amerindios, EUR: Europeas, EAS: Asidticos del Este, SAS:
Asiaticos del Sur

1.28 Concentraciones de colesterol de alta densidad (HDL-C).

Al finalizar la suplementacién las HDL-C reducen en promedio 1.17mg/dL en mujeres e
incrementan en los hombres 1.23mg/dL; cambios que presentaron una tendencia a la

significancia estadistica: P=0.063 y P=0.095, respectivamente.

1.28.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con las
HDL-C al finalizar la suplementacion.

Como se menciond en la metodologia; para determinar los parametros asociados a las
HDL-C posteriores a la intervencién con aceite de pescado se realiz6 un modelo lineal
general; obteniendo que los TGL y la actividad enzimatica estimada DAAG eritrocitaria se
asocian de manera inversamente proporcional, y las HDL-C iniciales de manera

directamente proporcional. Estos parametros explican el 58.6% de la variacion sobre las
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HDL-C al finalizar la suplementacién. El tamafio del efecto de los parametros mencionados
es pequefio, con excepcion de las HDL-C basales, que como es esperado, es grande (d=)
(VI Anexo Tabla 1).

1.28.2 Variantes genéticas asociadas con la concentracion de HDL-C
al finalizar la suplementacion.

Las variantes genéticas asociadas con las HDL-C al finalizar la intervencién son rs9282541
(ABCA1) y rs7412+rs429358 (APOE). El incremento promedio observado en los individuos
portadores del alelo A del rs9282541 es de 3.26 mg/dL y en los portadores del gen APOE
de la isoforma E2 es de 7.42 mg/dL. Ambos polimorfismos presentan una magnitud del
efecto pequefia (Tabla 12). Con la inclusion de las variantes genéticas, la varianza de las
HDL-C explicada por el modelo se ubica entre el 0.8% -1.4%.

Tabla 12. Variantes genéticas asociadas con las concentraciones finales de HDL. Modelo
General Lineal (MGL)***

r SNP/GEN Genotipo B p d Potencia observada® | R?ajustada :
]

| rs92[§§541 AA+GA 3.26 0.037* ®0.31 0.55 0504 |
' aBcar GG 0° !
i rs7412+ E2 7.42 0.010* ®0.39 0.73 0.60 ;
j 15429358 E3 -0.84 0.578 0.09 0.09 i
L. APoE B L (AR RN VSN ESS N i

***MGL ajustado por sexo, edad, IMC, apego ala suplementauon (A indice Q3-HS), HDL-C inicial, y
pardametros bioquimicos finales: TGL y DAAG6 eritrocitaria

*Valor de P<0.05 a dos colas

2 Parametro de referencia, establecido como 0

bSe ha calculado utilizando alfa = 0.05

Tamario del efecto (d) segin Cohen: ®pequefio 0.2-0.5

La asociacion estadisticamente significativa del polimorfismo rs9282541 (ABCAL1) se pierde
al evaluar las variantes genéticas simultaneamente. Bajo este abordaje, el 2.3% de la

variabilidad de las HDL-C es atribuida a los polimorfismos (Tabla 13).
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Tabla 13. Variantes genéticas con el patron de herencia aditivo asociadas con las
concentraciones de HDL al finalizar la intervencién. Modelo Lineal General (MLG)***

Pardmetro B P d Potencia observada®
AA+GA ABCA1 (rs9282541) 2.75 0.074 ®0.27 0.431
GG ABCA1 (rs9282541) 0®
E2 APOE (rs7412+rs429358) 7.08 0.014* ®0.37 0.698
E3 APOE (rs7412+rs429358) -0.67 0.654 0.06 0.073
E4 APOE (rs7412+rs429358) 0°

R? ajustada = 0.609

** MGL ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacion (A indice Q3-HS), HDL-C inicial, y
parametros bioquimicos finales: TGL y DAAG6 eritrocitaria

*Valor de p<0.05 a dos colas

a. Este parametro estd establecido en cero porque es redundante.

b. Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequefiio 0.2-0.5

1.29 Actividad enzimatica estimada Desaturasa A5 (DAS).

1.29.1 Actividad enzimatica estimada DA5 a partir de acidos grasos
presentes en eritrocitos.

Como se mencioné anteriormente, la actividad estimada de la DA5 a partir de los acidos
grasos presentes en eritrocitos incrementa al finalizar la suplementacion en ambos sexos y

tipos de muestras con diversos tamafios del efecto.

1.29.1.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con la
actividad enzimatica estimada DA5 en eritrocitos al finalizar la
suplementacion.
La actividad enzimatica inicial, el apego a la suplementaciéon y el IMC se asocian con la
actividad enzimatica DA5 estimada eritrocitaria al finalizar la suplementacién; con efecto
directamente proporcional, con excepcion del IMC. La magnitud del efecto de las variables
es grande con excepcion del IMC, cuyo efecto es pequefio. Estos pardmetros explican el
85% de la varianza de la actividad enzimatica DA5 estimada al finalizar la intervencion (VI
Anexo Tabla 2).

44



1.29.1.2 Variantes genéticas asociadas con la actividad enzimatica
estimada DAS en eritrocitos al finalizar la suplementacion.

Los polimorfismos asociados a la actividad enzimatica son aquellos que pertenecen a los
genes FADS (rs174537 y rs174576) con tamafio del efecto pequefio. La variabilidad de la
actividad enzimatica estimada explicada por las variantes genéticas oscila entre el 0.3% -
0.7%, segun la variante y patron de herencia estudiado (Tabla 14).

Los patrones de herencia asociados son el aditivo y dominante para ambas variantes;
ademas del recesivo para el polimorfismo rs174537 (FADS1). El comportamiento de los
genotipos de ambas variantes es aditivo, es decir, la disminucion de la actividad enzimética
estimada es proporcional a la cantidad de copias del alelo T en el caso del rs17437 (FADS1)
y del alelo A en el caso del rs174576 (FADS2).

Tabla 14. Variantes genéticas con los patrones de herencia (aditivo, dominante y recesivo)
asociadas con la actividad enzimatica estimada DAbS eritrocitaria al finalizar la
suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**.

r SNP/GEN Genotipo B P d Potencia observada® | R?ajustada :
i rs174537[a] i -0.035 0.003* ®0.44 0.85 0.856 :
j FADSI TG -0.022 0.035* ®0.31 0.56 i
H GG 0° ;
; rs174537[d] GG 0.025 0.014* ®0.36 0.70 0.854 :
; FADS1 TT+TG 0@ i
i rs174537[r] TT+TG 0.017 0.019* ®0.35 0.65 0.853 ;
. FADS1 GG 0° :
i rs174576[a] AA -0.031 0.001* ®0.48 0.90 0.857 ;
j FADS2 AC -0.028 0.003* ®0.44 0.84 i
H CC 0? ;
{ rs174576[d] cC 0.027 0.002* ®0.45 0.86 0.856 :
| _pos2__ amenc | SN I S DR N !

Abreviaturas: [a] patron de herencia aditivo, [d] patron de herencia dominante, [r] patrdn de herencia
recesivo

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacion (A indice Q3-HS), DA5 inicial; la variable
dependiente (Desaturasa A5) se convirtié a logaritmo base 10

*Valor de P<0.05 a dos colas

@ parametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacién del tamafio del efecto (d) segin Cohen: Gpequefio 0.2-0.49

La asociacion con el rs174537 (FADSL1) se pierde al evaluar el comportamiento simultaneo
de las variantes genéticas previamente mencionadas bajo el patron de herencia aditivo;
manteniéndose la asociacion con el heterocigoto de la variante rs174576 (FADS2); este

cambio podria ser atribuido a un probable efecto colineal entre las variantes (Tabla 15).
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Tabla 15. Variantes genéticas con el patrén de herencia aditivo asociadas con la actividad
enzimatica estimada DAS eritrocitaria al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General
(MLG)**.

Parametro B p d Potencia observada®
AA FADS2 (rs174576) -0.021 0.105 ®0.24 0.37
AC FADS2 (rs174576) -0.035 0.014* @ 0.37 0.69
CC FADS2 (rs174576) 02

R? ajustada = 0.859

** MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacion (A indice Q3-HS), actividad
enzimatica estimada inicial DA5; la variable dependiente (Desaturasa A5) se convirtio a
logaritmo base 10

*Valor de p<0.05 a dos colas

@parametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequeiio 0.2-0.5

1.29.2 Actividad enzimatica estimada DA5 a partir de acidos grasos
presentes en plasma.

La actividad enzimética estimada DA5 a partir de &cidos grasos presentes en plasma

incrementa al término de la suplementacién, con un tamafio del efecto grande.

1.29.2.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con la
actividad enzimatica estimada DAS5 en plasma al finalizar la
suplementacion.
La actividad enzimética plasmatica estimada DA6 presenta asociacion inversamente
proporcional con la actividad DA5 plasmatica, la HbA1c presenta una aproximaciéon
estadistica, mientras que la actividad enzimética inicial e indice Q3-HS presentan
asociacion directamente proporcional a ésta. La magnitud del efecto de los parametros es
pequena en la HbA1c, mediana en la actividad DA6 e indice Q3-HS, y grande para la
actividad enzimatica inicial. EI modelo estadistico explica el 42.8% de la varianza de la

actividad enzimatica plasmatica al final de la suplementacion (VI Anexo Tabla 3).

1.29.2.2 Variantes genéticas asociadas con la actividad enzimatica

estimada DAS5 en plasma al finalizar la suplementacion.
Las variantes genéticas asociadas con la actividad enzimatica estimada DAS al término de

la suplementacion (Tabla 16) son aquellas que pertenecen a los genes FADS1 y 2
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(rs174537, rs174547 y rs174576); explicando entre el 4.5% y 6.9% de la variabilidad de la
actividad enzimatica; fluctuacion que depende del polimorfismo y patron de herencia

analizado.

La actividad enzimatica estimada disminuye en presencia del homocigoto del alelo T para
la variante rs174537 (FADS1) y homocigoto del alelo A del rs174576 (FADS2); mientras
gue el comportamiento del polimorfismo rs174547 (FADS1) es atipico, ya que el
heterocigoto bajo el patrén de herencia aditivo se asocia con mayor actividad enzimética,
mientras que bajo el patron de herencia dominante el homocigoto CC presenta menor
actividad. La magnitud del efecto de los genotipos es pequeiia en los genotipos asociados
bajo el patron de herencia aditivo y dominante, y de tamafio mediano en el recesivo.

Tabla 16. Variantes genéticas con los patrones de herencia (aditivo, dominante y recesivo)
asociadas con la actividad enzimatica estimada DA5 plasmatica al finalizar la
suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**.

:- SNP/GEN Genotipo B P d Potencia observada ° R? ajustada
j rs174537[a] T -1.26 0.002* ®0.48 0.89 0.475

i FADS1 TG -0.35 0.348 0.14 0.15

: GG 0°

: rs174537]r] GG+GT 0.92 <0.001* ©0.60 0.98 0.473

! FADS1 T 0°

i rs174547]a] T 0.43 0.153 ¢0.21 0.30 0.450

: FADS1 CcT 0.83 0.003* ®0.45 0.85

! cC 0°

: rs174547[d] CC -0.62 0.014* ®0.37 0.69 0.444

! FADS1 CT+TT 0°

: rs174576]a] AA -1.08 0.002* 30.46 0.87 0.469

: FADS2 AC -0.27 0.438 0.11 0.12

: cC 0°

; rs174576]r] AC+CC 0.82 <0.001* ©0.54 0.95 0.464
b FADSZ A e i

Abreviaturas: [a] patron de herencia aditivo, [d] patrdn de herencia dommante [r] patrén de herenua recesivo
** MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacién (A indice Q3-HS) y actividad enzimatica inicial
*Valor de P<0.05 a dos colas

aParametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, ©mediano 0.5-0.8 y egrande >0.8

Al evaluar la contribucién simultanea de los tres polimorfismos previamente mencionados
bajo el patron de herencia aditivo, las asociaciones estadisticas se pierden, efecto que es

atribuido a una posible redundancia entre las variantes genéticas.
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1.30 Actividad enzimatica estimada Desaturasa Agregada A5 (DAAS).

1.30.1 Actividad enzimatica estimada DAAS en eritrocitos.
La actividad enzimatica DAA5 estimada en eritrocitos incrementa al finalizar la
suplementacion, en hombre y mujeres. El tamafio del efecto de la intervencion sobre ésta

es grande.

1.30.1.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con la
actividad enzimatica estimada DAAS en eritrocitos al finalizar la
suplementacion.
Los parametros asociados a este fenotipo explican el 62.1% de la variabilidad de la actividad
enzimatica definida por las concentraciones de triglicéridos, con una asociacién negativa,
la DAAG, el apego a la suplementacion y la actividad enzimatica DAAS5 inicial con una
asociacion positiva. La magnitud del efecto que ejercen los triglicéridos y la actividad DA6
estimada es pequefia mientras que el apego a la suplementacion y la actividad enzimética
inicial es grande (VI Anexo Tabla 4).

1.30.1.2 Variantes genéticas asociadas con la actividad enzimatica

estimada DAAS en eritrocitos al finalizar la suplementacion.
Los polimorfismos asociados con la actividad enzimatica DAA5 (Tabla 17) estimada son
rs174537(FADS1), rs662 (PON1), rs7412+rs429358 (APOE) y rs705379 (PONL1); este
altimo con asociacion cercana a la significancia estadistica. La magnitud del efecto de los
genotipos sobre la actividad enzimatica es pequefia. Estos polimorfismos atribuyen entre el
0.4% al 0.8% de la variabilidad de la actividad enzimatica; valor que depende de la variante
y patron de herencia analizado.

Las asociaciones de los genotipos de las variantes genéticas son atipicas ya que los
heterocigotos presentan mayor (rs174537, FADS1) o menor (rs662, PON1) actividad, en
contraste con los homocigotos, con excepcion de la isoforma E2 del gen APOE que

presenta menor actividad enzimética (Tabla 17).
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Tabla 17. Variantes genéticas con los patrones de herencia (aditivo, dominante y recesivo)
asociadas con la actividad enzimatica estimada DAAS eritrocitaria al finalizar la
suplementacién. Modelo Lineal General (MLG)**.

SNP/GEN Genotipo B P d Potencia observada ® [ R? ajustada
rs174537[a] T 1.60 0.109 (®0.24 0.36 0.629
FADS1 TG 2.39 0.015* ®0.36 0.68
GG 0?
rs174537[d] GG -2.32 | 0.012% (®0.38 0.71 0.632
FADS1 TG+GG 0?
rs662[a] CC -0.22 0.776 0.00 0.06 0.628
PON1 CT -1.45 | 0.040* ®0.31 0.54
T 0?
rs705379[a] GG -0.22 0.783 0.00 0.06 0.625
PON1 GA -1.24 0.066 ®0.27 0.45
AA 0?
rs7412+ E2 -3.15 | 0.035* ®0.31 0.56 0.626
rs429358 E3 -0.61 0.439 0.11 0.12
APOE E4 0?

Abreviaturas: [a] patron de herencia aditivo, [d] patron de herencia dominante

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacién (A indice Q3), actividad enzimatica
estimada inicial DAAS y parametros bioquimicos finales: triglicéridos y DAA6

*Valor de P<0.05 a dos colas

aParametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacién del tamafio del efecto (d) seglin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49

Los polimorfismos previamente identificados al ser analizados simultdneamente bajo el
patrén de herencia aditivo mantienen las asociaciones previamente descritas. Bajo este
abordaje se explica el 65.1% de la variabilidad de la actividad enzimatica, del cual, el 3%

corresponde al componente genético (Tabla 18).
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Tabla 18 Variantes genéticas con el patron de herencia aditivo asociadas con la actividad
enzimatica estimada DAAS eritrocitaria al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal
General (MLG)**.

Parametro B P d Potencia observada®
TT FADS1 (rs174537) 1.64 0.096 0.26 0.38
TG FADS1 (rs174537) 2.67 0.007* ®0.41 0.78
GG FADS1 (rs174537) 0®
GG PON1 (rs705379) -0.19 0.807 0.00 0.06
GA PON1 (rs705379) -1.29 0.048* ®0.30 0.51
AA PON1 (rs705379] 0?
CC PON1 (rs662) -0.61 0.434 0.13 0.12
CT PON1 (rs662) -1.73 0.014* ®0.38 0.70
TT PON1 (rs662) (0
E2 APOE (rs7412+rs429358) -3.20 0.027* ®0.34 0.60
E3 APOE (rs7412+rs429358) -0.36 0.634 0.06 0.08
E4 APOE (rs7412+rs429358) 0?

R?ajustada = 0.651

** MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacion (A indice Q3-HS), actividad enzimatica
estimada inicial DAAS5 y pardmetros bioquimicos finales: TGL, y DAA6

*Valor de P<0.05 a dos colas

23Parametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacién del tamafio del efecto (d) seglin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49

1.30.2 Actividad enzimatica estimada Desaturasa Agregada A5 (DAAS)
en plasma.

La actividad enzimética DAA5 estimada a partir de acidos grasos presentes en plasma

incrementa al finalizar la suplementacion en ambos sexos; cambio que se considera grande

de acuerdo con la o de Cohen.

1.30.2.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con
actividad enzimatica estimada DAAS al finalizar la suplementacion en
plasma.

Los TGL se asocian de manera inversa con la actividad enzimatica DAA5 y el apego a la

suplementacioén, por el contrario, de manera directamente proporcional. La magnitud del

efecto de los TGL es mediana mientras que el apego a la suplementacion es pequefa;

estos fenotipos explican unicamente el 13.1% de la variabilidad de la actividad enzimatica

(VI Anexo Tabla 5).
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1.30.2.2 Variantes genéticas asociadas con la actividad enzimatica
estimada DAAS en plasma al finalizar la suplementacion.

La Unica variante genética asociada con la actividad enzimatica es rs662 (PON1), con

tamafio del efecto pequefio. El heterocigoto, bajo el patron de herencia aditivo, presenta

menor actividad enzimética en comparacion con los homocigotos; mientras que, en el

patron de herencia dominante, los portadores del alelo C se asocian con mayor actividad

enzimética (Tabla 19). La variabilidad de la actividad enzimética explicada por este

polimorfismo es del 3.8%.

Tabla 19. Variantes genéticas con los patrones de herencia (aditivo, dominante y recesivo)
asociadas con la actividad enzimatica estimada DAAS5 plasmatica al finalizar la
suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**.

r SNP/GEN  Genotipo B P d Potencia observada ® | R? ajustada-g
i rs662 [a] T -0.247 0.062 ®0.28 0.46 0.169 :
i PON1 CT -0.364 0.002* ®0.48 0.89 |
: CC Oa ;
L rs662[d] CC+CT 0.324 0.002* ®0.45 0.86 0.169
boeov o om | Lo I ]
Abreviaturas: [a] patron de herencia aditivo, [d] patron de herencia domlnante
**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacién (A indice Q3-HS), actividad enzimatica
estimada inicial DA5 y pardmetro bioquimico final: triglicéridos. La variable dependiente (DAA5S) se
convirtid a raiz cuadrada
*Valor de P<0.05 a dos colas
aParametro de referencia, establecido como 0
b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05
Interpretacién del tamafio del efecto (d) segiin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49
1.31 Actividad enzimatica estimada Desaturasa A6 (DAG).
1.31.1 Actividad enzimatica estimada DA6 a partir de acidos grasos

presentes en eritrocitos.
La actividad enzimatica DA6 se reduce al final de la intervencién en ambos sexos; a pesar
de que estos cambios son estadisticamente significativos, el tamafio del efecto varia segin

el sexo.
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1.31.1.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con la
actividad enzimatica estimada DA6 en eritrocitos al finalizar la

suplementacion.
La actividad enzimética estimada inicial es el Unico parametro asociado, con efecto
directamente proporcional y magnitud mediana. El IMC, sexo, edad y apego a la
suplementacion no presentan asociacion; sin embargo, los dos Ultimos presentan un
tamafio del efecto pequefio. Este modelo estadistico explica el 11.5% de la variabilidad

enzimética (VI Anexo Tabla 6).

1.31.1.2 Variantes genéticas asociadas con la actividad enzimatica
estimada DAG en eritrocitos al finalizar la suplementacion.

El unico polimorfismo asociado con la actividad enzimatica DA6 es el rs174537 (FADS1);

con tamafo del efecto pequefio. Los homocigotos TT bajo el patron de herencia aditivo

presentan menor actividad enzimatica (Tabla 20). Esta variante explica el 1.2% de la

variabilidad de este fenotipo.

Tabla 20. Variantes genéticas con los patrones de herencia (aditivo y dominante) asociadas
con la actividad enzimatica estimada DAG eritrocitaria al finalizar la suplementacion. Modelo
Lineal General (MLG)**.

r SNP/GEN Genotipo B P d Potencia observada ® | R’ ajustada .:
{ rs174537[a] T -0.11 0.04* ®0.31 0.55 0.127
: FADS1 TG -0.08 0.14 ®0.22 0.32 :
: GG Oa ;
: rs174537[d] GG 0.092 0.063 ®0.28 0.460 0.127
L _post et | oo | | R ;

Abreviaturas: [a] patrén de herencia aditivo, [d] patrdn de herencia domlnante

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacion (A indice Q3-HS), actividad enzimatica estimada
inicial DAS5; la variable dependiente (DAB) se convirtié a logaritmo base 10

*Valor de P<0.05 a dos colas

aParametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segun Cohen: ®pequefio 0.2-0.49
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1.31.2 Actividad enzimatica estimada DA6 a partir de acidos grasos
presentes en plasma.

La actividad enzimatica DA6 estimada disminuye al término de la suplementacién en ambos

SeXos.

1.31.2.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con la
actividad enzimatica estimada DA6 en plasma al finalizar la
suplementacioén.

El modelo analizado explica el 35.2% de la variabilidad de la actividad enzimatica (VI Anexo

Tabla 7). La asociacion de la actividad enziméatica DAA5S y apego a la suplementacién es

inversamente proporcional, mientras que la actividad enzimatica inicial es directamente

proporcional con la actividad DA6. La magnitud del efecto es pequefia para el apego a la

suplementacion, mediana para la actividad DA5 y grande para la actividad enziméatica inicial.

1.31.2.2 Variantes genéticas asociadas con la actividad enzimatica
estimada DAG6 en plasma al finalizar la suplementacion.

Las variantes genéticas asociadas con la actividad enzimatica son aquellas que se

encuentran en los genes FADS (rs174537, rs174547, rs174576) y PON1 (rs705379) (Tabla

21). Dependiendo de la variante genética y el patrén de herencia estudiado, el componente

genético es responsable del 1.1% al 8.2% de la varianza de la actividad enziméatica.

La magnitud del efecto de los genotipos asociados es pequefia en los polimorfismos
rs174547 (FADS1), rs705379 (PON1) y rs174537 (FADS1) bajo el patréon de herencia
dominante; mediana en el rs174576 (FADS2) y el rs174537 (FADSL1) bajo el patron de
herencia aditivo y recesivo.

La actividad enziméatica estimada es menor en los homocigotos del alelo T del rs174537
(FADSL1) bajo el patron de herencia aditivo; y homocigotos CC del rs174547 (FADS1) bajo
el patron de herencia recesivo. Para el resto de las variantes genéticas (rs174547, rs174576
y rs705379) el comportamiento es peculiar ya que los heterocigotos, bajo el patron de
herencia aditivo, presentan mayor actividad enzimatica en comparacién con los
homaocigotos; y en el polimorfismo rs174576 (FADS2) el incremento de actividad se

presenta en portadores del alelo C bajo el patron de herencia recesivo.
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Tabla 21 Variantes genéticas con los patrones de herencia (aditivo, dominante y recesivo)
asociadas con la actividad enzimatica estimada DA6 plasmatica al finalizar la
suplementacién. Modelo Lineal General (MLG)**.

[rmrmmem e e e e e e mamm e 1
i SNP/GEN Genotipo B P d Potencia observada® | R?ajustada i
L 1
i rs174537[a] T -0.015 <0.001* ©0.58 0.97 0.434 :
j FADSI TG -0.004 0.263 0.17 0.20 i
: GG 0° :
; rs174537[d] GG 0.007 0.042* ®0.30 0.53 0.363 :
. FADS1 TG+TT 0° :
i rs174537[r] GG+TG 0.011 <0.001* ©00.74 1.00 0.426 :
. FADSI 1 0°

L 1
; rs174547[a] cC -0.001 0.742 0.06 0.06 0.380 :
j FADSI cT 0.007 0.011* ®0.38 0.73 i
: 1T 0° i
i rs174547[d] cC -0.005 0.039* ®0.31 0.54 0.364 i
. FADSI CT+TT 0° :
i rs174576[a] cC 0.005 0.126 ®0.23 0.33 0.395 i
i FADS2 AC 0.009 <0.001* ©0.57 0.97 i
; AA (05 :
Y rs174576[r]  CC+AC 0.008 <0.001* ©0.57 0.97 0397
! FADS2 AA 0° !
i rs705379[a] GG 0.000 0.873 0.00 0.05 0.376 i
i PONI GA 0.006 0.016* ®0.36 0.68 i
Y./ SV E O e L i

Abreviaturas: [a] patron de herenCIa adltlvo [d] patrén de herencia domlnante [r] patron de herenua recesivo
**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacion (A indice Q3-HS), actividad enzimatica estimada

inicial DA6[i] y pardmetros finales: DA5; la variable dependiente (DAB) se convirtié a raiz cuadrada: VD6
*Valor de P<0.05 a dos colas

23Parametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segiin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, ©mediano 0.5-0.8

Cuando los polimorfismos previamente identificados se analizan simultdneamente bajo el
patron de herencia aditivo, permanecen las asociaciones y tamafios del efecto en las
variantes rs705379 (PON1) y rs174537 (FADS1), mientras que se pierde la asociacion
significativa en el resto de los polimorfismos. Bajo este abordaje el porcentaje de la varianza
de la actividad enzimatica explicada es del 45.2%, del cual el 10% corresponde a los

polimorfismos (Tabla 22).
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Tabla 22. Variantes genéticas con el patrén de herencia aditivo asociadas con la actividad
enzimatica estimada DA6 plasmatica al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General

(MLG)**.
Parametro B P d Potencia observada °

TT FADS1 (rs174537) -0.019 <0.001* © 0.57 0.97
TG FADS1 (rs174537) -0.006 0.436 0.11 0.12
GG FADS1 (rs174537) 0°

GG PON1 (rs705379) 0.001 0.693 0.06 0.07
GA PON1 (rs705379) 0.006 0.010* @0.39 0.73
AA PON1 (rs705379) 0?

R? ajustada = 0.452

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacion (A indice Q3-HS), actividad
enzimatica estimada inicial DA6][i] y parametros finales: DA5. La variable dependiente (DA6)
se convirtié a raiz cuadrada: VD6

*Valor de P<0.05 a dos colas

@parametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, ©mediano 0.5-
0.8

1.32 Actividad enzimatica estimada Desaturasa Agregada A6 (DAAG).

1.32.1 Actividad enzimatica estimada DAA6 a partir de acidos grasos

en eritrocitos.
La actividad enzimatica DAAG6 estimada en eritrocitos incrementa al finalizar la intervencion,
cambio con tamafio del efecto pequefio y es estadisticamente significativo Gnicamente en

mujeres.

1.32.1.1

actividad enzimatica estimada DAA6 en eritrocitos al finalizar la

Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con la

suplementacion.
La actividad enzimatica DAA5 y la actividad inicial presentan asociacion directamente
proporcional, sus tamafios del efecto es grande y pequefio respectivamente. Las
concentraciones de glucosa e IMC presentan asociacion con tendencia a la significancia
estadistica (P=0.06, P=0.054). Estos parametros son responsables del 58.6% de la
variabilidad de la estimacion de la actividad enzimatica DAA6 al término de la

suplementacién (VI Anexo Tabla 8).
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1.32.1.2 Variantes genéticas asociadas con la actividad enzimatica
estimada DAAG en eritrocitos al finalizar la suplementacion.

Las variantes genéticas asociadas con la DAA6 estimada son rs1029035 (PCSK5) y

rs1754576 (FADS2); con tamaiio del efecto pequefio. Los patrones de herencia asociados

son el aditivo y recesivo para el polimorfismo rs1029035 (PCSK5) y el dominante para el

rs174576 (FADS2); el patron aditivo de este Ultimo no alcanza significancia estadistica

(Tabla 23). Dependiendo del polimorfismo y patrén de herencia estudiado, la variabilidad

de la actividad enzimatica es explicada entre el 0.4% y 0.9%.

Tabla 23. Variantes genéticas con los patrones de herencia (aditivo, dominante y recesivo)
asociadas con la actividad enzimatica estimada DAA6 eritrocitaria al finalizar la
suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**.

!- SNP/GEN Genotipo B P d Potencia observada ® R? ajustada :
i rs1029035(a] GG 0.004 0.651 0.06 0.07 0.596 :
i PCSKs TG 0.015 | 0.017* | ®0.36 0.67 i
i 0° i
i rs1029035[r] GG+TG 0.013 | 0.032* | ®0.32 0.57 0.595 :
. PCSK5 1 0° :
i rs174576[a] AA -0.017 | 0.065 | ®0.28 0.46 0.591 :
i FADS2 AC -0.016 | 0100 | ®0.25 0.38 i
H CC 0? ;
{ rs174576[d] cC 0.017 | 0.042* | ®0.31 0.53 0.594 :
L mps2  acea | o | || !

Abreviaturas: D [a] patrén de herencia aditivo, [d] patrén de herenC|a dominante, [r] patrén de herencia
recesivo

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacién (A indice Q3-HS), actividad enzimatica
estimada inicial DAA6[i], parametros finales: glucosa y DAAS5; la variable dependiente (DAAB) se convirtio a
logaritmo base 10

*Valor de P<0.05 a dos colas

aParametro de referencia, establecido como O

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamanio del efecto (d) segin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49

En el rs1029035 (PCSK?5) los heterocigotos bajo el patron de herencia aditivo presentan
mayor actividad enzimética en comparacion con los homocigotos; mientras que en el patron
de herencia recesivo son los portadores del alelo G. En la variante rs174576 (FADS?2) los
homocigotos CC, bajo el patron de herencia dominante, son los que presentan mayor
actividad enzimética (Tabla 21).

Al evaluarse las variantes genéticas previamente mencionadas bajo el patrén de herencia

aditivo de manera simultanea, la asociacion y el tamafio del efecto se mantienen. Bajo este
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abordaje, se explica el 60.1% de la varianza de la actividad enzimatica; del cual, el 1.5% es
atribuido por los polimorfismos (Tabla 24).
Tabla 24. Variantes genéticas con el patrén de herencia aditivo asociadas con la actividad

enzimatica estimada DAAG6 eritrocitaria al finalizar la suplementaciéon. Modelo Lineal
General (MLG)**.

Parametro B P d Potencia observada®
AA FADS2 (rs174576) -0.017 0.060 ®0.29 0.468
AC FADS2 (rs174576) -0.017 0.066 ®0.28 0.453
CC FADS2 (rs174576) 0?
GG PCSK5 (rs1029035) 0.004 0.637 0.06 0.076
TG PCSK5 (rs1029035) 0.015 0.014* ®0.28 0.696
TT PCSK5 (rs1029035) 0°

R? ajustada = 0.601

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacion (A indice Q3-HS), actividad
enzimatica estimada inicial DAA6[i], parametros finales: glucosa y DAA5; la variable
dependiente (DAAB) se convirtid a logaritmo base 10

*Valor de P<0.05 a dos colas

@Parametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamario del efecto (d) segiin Cohen: ®pequerio 0.2-0.49

1.32.2 Actividad enzimatica estimada DAA6 a partir de acidos grasos
en plasma.

La estimacion de la actividad enzimatica de DAA6 a partir de &cidos grasos presentes en
plasma disminuye al finalizar la intervencion; sin embargo, este cambio que no es
estadisticamente significativo. El tamafio del efecto de la suplementacién sobre la actividad

enzimatica DAA6 estimada presenta una amplia variacién predominando el efecto nulo.

1.32.2.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con la
actividad enzimatica estimada DAA6 en plasma al finalizar la
suplementacion.
Los pardmetros asociados con la actividad DAA6 plasmética al finalizar la intervencion son:
la actividad enzimatica DAA5, y la actividad DAA6 inicial; ambos con asociacion
directamente proporcional y magnitud del efecto grande; y el apego a la suplementacion
con asociacion inversamente proporcional y magnitud pequefia. Estos parametros explican
el 52.3% de la variabilidad de la actividad DAAG estimada al término del estudio (VI Anexo
Tabla 9).
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1.32.2.2 Variantes genéticas asociadas con la actividad enzimatica
estimada DAAG en plasma al finalizar la suplementacion.

Las variantes genéticas asociadas con la actividad enzimatica son aquellas que pertenecen
a los genes FADS: rs174547, rs174537 (FADS1), rs174576 (FADS2); con magnitud del
efecto pequefa (Tabla 25). Siendo responsables del 1% al 2.4% de la varianza de la
actividad enzimética, fluctuacion que depende del polimorfismo y patron de herencia
analizado. El comportamiento de los genotipos de los polimorfismos estudiados es aditivo;
es decir, la disminucién de la actividad enzimatica es proporcional al nUmero de copias de
los alelos T para el rs174537 (FADS1), del alelo A para el rs174576 (FADS2) y del alelo C
para el rs174547 (FADS1); todos ellos bajo el patrén de herencia aditivo.

Tabla 25. Variantes genéticas con el patrén de herencia aditivo asociadas con la actividad
enzimatica estimada DAAG6 plasmatica al finalizar la suplementacién. Modelo Lineal General
(MLG)**.

[rrmrmem et e e R — e 1
: SNP/GEN Genotipo B P d OESZ::;Z*J R? ajustada :
. rs174537[a] N -0.022 0.050 ®0.29 0.50 0.533
: FADS1 TG -0.008 0.478 0.11 0.11 :
H GG 0? :
{ rs174537[r] GG+TG 0.015 0.021* ®0.35 0.64 0.534
! FADS1 T 0° !
. rs174576[a] AA -0.033 0.001* ®0.49 0.90 0.547
: FADS2 AC -0.018 0.072 ®0.27 0.44 :
H CC 0? :
Y rs174576[d] ccC 0.021 0.024* ®0.34 0.62 0.533
! FADS2 AC+AA 0° !
L rs174576][r] CC+AC 0.017 0.008* ® 0.40 0.76 0.538
! FADS2 AA 0° !
i rs174547[al ccC -0.024 0.004* ®0.43 0.83 0.544 i
i FADsI cT -0.002 0.767 0.00 0.06 i
e LI - AN IR VN E N B d

Abreviaturas: [a] patron de herencia adltlvo [d] patrén de herencia domlnante [r] patron de
herencia recesivo

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacién (A indice Q3-HS), actividad
enzimatica estimada inicial DAA6[i], parametros finales: DAA5; la variable dependiente (DAA6) se
convirtid a raiz cuadrada

*Valor de P<0.05 a dos colas

aParametro de referencia, establecido como 0

Interpretacion del tamaiio del efecto (d) segun Cohen: ®pequeiio 0.2-0.49

El efecto grupal de los polimorfismos previamente identificados bajo el patron de herencia

aditivo cambia ligeramente en el SNP rs174576 (FADS2); ademas de la asociacion con el
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homocigoto se asocia el heterocigoto, y el tamafio del efecto incrementa de pequefio a
mediano para el homocigoto. En este modelo la varianza de la actividad enzimatica
explicada por los parametros asciende al 56.6%, del cual el 4.3% es atribuible al

componente genético (Tabla 26).

Tabla 26. Variantes genéticas con el patrén de herencia aditivo asociadas con la actividad
enzimatica estimada DAAG6 plasmatica al finalizar la suplementacién. Modelo Lineal General
(MLG)**,

Pardmetro B P d Potencia observada®
AA FADS2 (rs174576) -0.033 0.001* ©0.50 0.91
AC FADS2 (rs174576) -0.028 0.047* ®0.30 0.51
CC FADS2 (rs174576) 0@
CC FADS1 (rs174547) -0.024 0.003* @0.44 0.84
CT FADS1 (rs174547) 0.000 0.995 0.00 0.05
TT FADS1 (rs174547) (0

R? ajustada = 0.566

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacién (A indice Q3-HS), actividad
enzimatica estimada inicial DAA6[i], parametros finales: DAAS; la variable dependiente (DAAB)
se convirtio a raiz cuadrada

*Valor de P<0.05 a dos colas

@Parametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamario del efecto (d) segiin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, ©mediano 0.5-0.8

1.33 indice Q3-HS.

1.33.1 indice Q3-HS en eritrocitos.
El tamano del efecto de la suplementacion sobre el indice Q3-HS es grande, ya que
incrementa en promedio el 2.82% en mujeres y 2.36% en hombres al finalizar la

suplementacion.

1.33.1.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con el
indice Q3-HS al finalizar la suplementacién en eritrocitos.

Las concentraciones de HDL-C y TGL se asocian de manera inversa con el indice Q3-HS

tras la suplementacion, mientras que el IMC y el indice Q3-HS inicial se asocian de manera

directamente proporcional, ademas, las mujeres presentan mayor indice. Estos parametros

explican el 43.3% de la varianza del indice Q3-HS (VI Anexo Tabla 10).
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1.33.1.2 Variantes genéticas asociadas con el indice Q3-HS eritrocitaria
al finalizar la suplementacion.

Ninguna variante genética estudiada present6 asociacion con el indice Q3-HS, Unicamente

se presentaron efectos que se aproximan a la significancia estadistica en los polimorfismos

localizados en el gen FADS1 (rs174537 y rs174547), polimorfismos que mantienen el

comportamiento al ser evaluados de forma simultanea (Tabla 27).

Tabla 27. Variantes genéticas con el patrén de herencia aditivo asociadas con el indice Q3-
HS eritrocitario al finalizar la suplementacién. Modelo Lineal General (MLG)**.

Parametro B P d Potencia observada®
TT FADS1 (rs174537) 0.061 0.803 0.00 0.06
TG FADS1 (rs174537) 0.972 0.089 ®0.26 0.40
GG FADS1 (rs174537) 0?
CC FADS1 (rs174547) -0.015 0.935 0.00 0.05
CT FADS1 (rs174547) -0.896 0.090 @ 0.26 0.40
TT FADS1 (rs174547) 0°

R? ajustada = 0.43

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial (indice Q3-HS[i]) y pardmetros finales:
triglicéridos y HDL-C,

*Valor de P<0.05 a dos colas

aparametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacién del tamafio del efecto (d) segun Cohen: ®pequefio 0.2-0.49

1.33.2 indice Q3-HS en plasma.
El indice Q3-HS incrementa al finalizar la suplementacién; cambio que es constante por

sexo. La magnitud del efecto de la suplementacion sobre el indice Q3-HS es grande.

1.33.2.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con el
indice Q3-HS al finalizar la suplementacién en plasma.

Los parametros asociados al indice Q3-HS plasmatico son sexo, concentraciones de TGL,

LDL-C e indice inicial. Las concentraciones de LDL-C y el indice Q3-HS inicial se asocian

de una forma directamente proporcional, mientras que con los TGL es inversamente

proporcional; ademas, las mujeres presentan mayor indice. El 20.3% de la varianza del

indice Q3-HS plasmatico es explicada por estos parametros (VI Anexo Tabla 11).
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1.33.2.2

al finalizar la suplementacion.

Variantes genéticas asociadas con el indice Q3-HS plasmatico

Las variantes genéticas asociadas con el indice Q3-HS son rs662 (PON1) y rs1029035
(PCSKS5), bajo los patrones de herencia aditivo y dominante. Dependiendo del
polimorfismo y patron de herencia analizado se explica entre el 1.8%-3.7% de la
variabilidad del indice Q3-HS postsuplementacion (Tabla 28).

El comportamiento de los genotipos del polimorfismo rs1029035 (PCSKS5) es aditivo, de
tal forma que el aumento de la actividad enziméatica es proporcional al nimero de copias
del alelo T; mientras que en el polimorfismo rs662 (PON1) ocurre en los homocigotos del

alelo C.

Tabla 28. Variantes genéticas con los patrones de herencia (aditivo, dominante y recesivo)
asociadas con el indice Q3-HS plasmatico al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal
General (MLG)**.

SNP/GEN  Genotipo B P d Potencia observada® R? ajustada
rs1029035(a] T 0.235 0.035%* ®0.31 0.56 0.221
PCSK5 TG 0.262 0.015%* ®0.36 0.69
GG 0?
rs1029035([d] GG -0.251 0.015%* ®0.36 0.69 0.225
PCSK5 TG+TT 0?
rs662[a] cC 0.191 0.037* ®0.31 0.55 0.237
PON1 CcT -0.057 0.499 0.11 0.10
T 0?
rs662[d] cc 0.228 0.002* ®0.46 0.87 0.240
PON1 CT+TT 0?

Abreviaturas: [a] patron de herencia aditivo, [d] patron de herencia dominante

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial (indice Q3-HS[i]) y parametros finales: TGL, LDL-C.
La variable dependiente se convirtid a raiz cuadrada.

*Valor de P<0.05 a dos colas

aParametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacién del tamafio del efecto (d) segun Cohen: ®pequefio 0.2-0.49

Cuando las variantes genéticas previamente identificadas son evaluadas
simultaneamente bajo el patron de herencia aditivo cambian las asociaciones, de tal forma
gue permanece Unicamente la asociacion con el heterocigoto del rs1029035 (PCSK5).
Este modelo explica el 24.9% de la variabilidad del indice Q3-HS, del cual el 4.6%

corresponde a los polimorfismos (Tabla 29).
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Tabla 29. Variantes genéticas con el patrén de herencia aditivo asociadas con el indice Q3-
HS plasmaético al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**.

Pardmetro B P d Potencia observada®
TT PCSK5 (rs1029035) 0.198 0.073 ®0.27 0.44
TG PCSK5 (rs1029035) 0.227 0.032* ®0.32 0.58
GG PCSK5 (rs1029035) 0?
CC PONI1 (rs662) 0.178 0.051 ®0.29 0.50
CT PON1 (rs662) -0.050 0.553 0.09 0.09
TT PON1 (rs662) 0?

R? ajustada = 0.249.

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial (indice Q3-HS[i]) y parametros finales:TGL, LDL-C.
La variable dependiente se convirtid a raiz cuadrada.

*Valor de P<0.05 a dos colas

aParametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacién del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49

1.34 indice ARA/EPA.

1.34.1 indice ARA/EPA en eritrocitos.
El indice ARA/EPA disminuye al finalizar la suplementacién en ambos grupos de sexo. El

efecto de la suplementacion sobre este fenotipo es grande en toda la muestra estudiada.

1.34.1.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con el

indice ARA/EPA eritrocitario al finalizar la suplementacion.
Las HDL-C, TGL y sexo presentan asociaciones estadisticamente significativas y las
concentraciones de LDL-C una tendencia estadistica. En este modelo estadistico se efectu6
la conversién del indice ARA/EPA a su valor inverso; por lo que la interpretacién del efecto
(B) es opuesta al obtenido, de tal forma que el efecto de las HDL-C y TGL es directamente
proporcional, y las mujeres presentan menor indice. El tamafio del efecto de las LDL-C y
HDL-C es pequefio, mientras que el sexo y TGL tienen efecto mediano. Estos parametros
explican el 16% de la variabilidad del indice al finalizar la suplementacion (VI Anexo Tabla
12).

1.34.1.2 Variantes genéticas asociadas con el indice ARA/EPA
eritrocitario al finalizar la suplementacion.

Los polimorfismos asociados con el indice ARA/EPA son rs174537 (FADS1) y

rs7412+rs4293588 (APOE); con tamarios del efecto pequefios (Tabla 30); explicando entre

el 0.5% y 1.6% de la variabilidad del indice ARA/EPA, fluctuacién que depende de la
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variante genética y patron de herencia estudiado. Los individuos que presentan menor
indice ARA/EPA son los homocigotos GG de la variante rs174537 (FADS1) bajo el patrén

de herencia dominante y con la isoforma ApoE3 del rs7412+429358.

Tabla 30. Variantes genéticas con los patrones de herencia (aditivo, dominante y recesivo)
asociadas con el indice ARA/EPA eritrocitario al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal
General (MLG)**.

i SNP/GEN Genotipo B P d Potencia observada® | R’ ajustada .:
: rs174537[a]  TT 0.020 | 0.059 ®0.29 0.47 0.167 :

FADS1 TG 0.016 | 0.124 ®0.23 0.34 :
! GG 0° !
irs174537[d] GG -0.021 | 0.034* ®0.32 0.57 0.176
! FADS1 TT+TG 0° !
i rs429358+ E2 -0.008 | 0.632 0.06 0.08 0.17 i

rs7412 E3 -0.017 | 0.043* ®0.30 0.53 :
Loaeoe e | o || N !

Abreviaturas: [a] patron de herencia aditivo, [d] patron de herenua dominante
**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial (indice ARA/EPA[i] y pardmetros finales: TGL,
HDL-C, LDL-C. La variable dependiente se convirtié a inversa:
*Valor de P<0.05 a dos colas
aparametro de referencia, establecido como 0
b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05
Interpretacién del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49
Las asociaciones de las variantes genéticas bajo el patrén de herencia aditivo previamente

(ARA/EPA)

mencionadas pierden significancia al analizarse de manera simultanea (Tabla 31).

Tabla 31. Variantes genéticas con el patron de herencia aditivo asociadas con el indice
ARA/EPA eritrocitario al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**.

Pardmetro B P d Potencia observada®
TT FADS1 (rs174537) 0.018 0.096 ®0.25 0.32
TG FADS1 (rs174537) 0.014 0.180 ®0.20 0.20
GG FADS1 (rs174537) 0?
E2 APOE (rs429358+rs7412) -0.008 0.602 0.09 0.09
E3 APOE (rs429358+rs7412) -0.016 0.065 ®0.28 0.47
E4 APOE (rs429358+rs7412) 0?

R?ajustada = 0.174

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial (indice ARA/EPA[i]) y parametros finales: TGL,
HDL-C, LDL-C. La variable dependiente se convirtid a inversa:
*Valor de P<0.05 a dos colas

aparametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segiin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49

(ARA/EPA)
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1.34.2 indice ARA/EPA plasmatico.
El indice ARA/EPA disminuye al finalizar la suplementacion en ambos sexos. El tamafio del
efecto de la suplementacion es grande en la poblacion estudiada.

1.34.2.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con el

indice ARA/EPA plasmatico al finalizar la suplementacion.
Los TGL, sexo e IMC se asocian al indice ARA/EPA; con magnitud del efecto pequefia.
Dado que el indice ARA/EPA se transformé a su valor inverso para el analisis estadistico,
la interpretacion del efecto (B) es opuesto al obtenido; de tal forma que la asociacion con
los TGL es directamente proporcional, el IMC es inversamente proporcional y las mujeres
presentan menor indice ARA/EPA; explicando el 5.3% de la variabilidad del indice
ARA/EPA plasmatico (VI Anexo Tabla 13).

1.34.2.2 Variantes genéticas asociadas con el indice ARA/EPA
plasmatico al finalizar la suplementacion.

La variante genética rs662 (PON1) es el unico polimorfismo asociado con el indice

ARA/EPA al término de la suplementacion; su tamafio del efecto es pequefio. Los

homocigotos del alelo C presentan menor indice; tanto en el patrén de herencia aditivo y

dominante; explicando entre el 4.1% y 4.5% de la variabilidad del indice ARA/EPA (Tabla

32).

Tabla 32. Variantes genéticas con los patrones de herencia (aditivo, dominante y recesivo)
asociadas con el indice ARA/EPA plasmatico al finalizar la suplementacién. Modelo Lineal
General (MLG)**,

[ s Y o s T

i SNP/GEN  Genotipo B P d Potencia observada® R? ajustada .:
i rs662[al cC 0.093 | 0.016* ®0.36 0.68 0.094 i
i PONI cT -0.007 | 0.838 0.00 0.05 i
i T 0° i
i rs662[d] cC 0.098 | 0.002* ®0.47 0.89 0.098 i
i.oponv: o crerT )% S E i

Abreviaturas: [a] patron de herencia aditivo, [d] patrén de herencia dominante
**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial (indice ARA/EPA[i] y pardametros finales: TGL. La

variable dependiente se convirtio a raiz cuadrada y posteriormente se obtuvo su inversa: \/ﬁ
*Valor de P<0.05 a dos colas

aParametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49
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1.35 indice Q6/Q3.

1.35.1 indice Q6/Q3 en eritrocitos.
El indice Q6/Q3 disminuye al finalizar la intervencién en toda la muestra; el tamafio del

efecto de la suplementacién sobre el indice Q6/Q3 es grande.

1.35.1.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con el
indice Q6/Q3 eritrocitario al finalizar la suplementacion.
Las HDL-C, TGL, el indice inicial, IMC y sexo se asocian con el indice Q6/Q3 final. Esta
variable también fue transformada a su valor inverso, por lo tanto, la interpretacién del efecto
(B) es opuesto al observado; la asociaciéon con TGL, HDL-C e indice inicial es directamente
proporcional, mientras que con el IMC es inversamente proporcional; ademas, las mujeres
presentan un indice menor. El tamafio del efecto del IMC y HDL-C es pequefio, mediano
para TGL y sexo, y grande para el indice inicial. El 39.4% de la variabilidad del indice al

término de la suplementacion es explicada por este modelo (VI Anexo Tabla 14).

1.36.1.2 Variantes genéticas asociadas con el indice Q6/Q3 eritrocitario
al finalizar la suplementacion.

Ninguna variante genética estudiada presenta asociacion con el indice Q6/Q3 en eritrocitos

al término de la suplementacion.

1.35.2 indice Q6/Q3 en plasma.
Al finalizar la suplementacion con aceite de pescado el indice Q6/Q3 plasmatico disminuye,

en hombres y mujeres, con magnitud del efecto grande.

1.35.2.1 Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con el
indice Q6/Q3 plasmatico al finalizar la suplementacion.

Los pardmetros asociados con el indice plasmatico final son las LDL-C, el indice inicial y

sexo. Dada la transformacion del indice Q6/Q3 a su valor inverso para el analisis

estadistico; la interpretacion del efecto (8) es opuesto al obtenido; de tal forma que la

asociacion de las LDL-C es inversamente proporcional, el indice inicial directamente

proporcional y las mujeres presentan menor indice. El tamafio del efecto de las LDL-C y
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sexo es pequefo, mientras que para el indice inicial es grande. Estos parametros explican
el 17.9% de la variabilidad del indice Q6/Q3 plasmatico (VI Anexo Tabla 15).

1.36.2.2 Variantes genéticas asociadas con el indice Q6/Q3 plasmatico
al finalizar la suplementacion.

Las variantes genéticas asociadas con el indice Q6/Q3 son rs1029035 (PCSK5) y rs662

(PONL1); con tamafio del efecto pequefio. La variabilidad del indice Q6/Q3 explicada por el

componente genético oscila entre los valores de 0.9% y 3.2%, dependiendo del

polimorfismo y patrén de herencia analizado.

Los genotipos del rs1029035 (PCSK5) presentan menor indice en presencia del alelo T;
disminucién que no es proporcional a la cantidad de copias de alelos. En cambio, el
comportamiento de los genotipos del polimorfismo rs662 (PON1) es peculiar ya que los

heterocigotos presentan mayor indice en comparacion con los homocigotos (Tabla 33).

Tabla 33. Variantes genéticas con los patrones de herencia (aditivo, dominante y recesivo)
asociadas con el indice Q6/ Q3 plasmatico al finalizar la suplementaciéon. Modelo Lineal
General (MLG)**.

r SNP/GEN  Genotipo B P d Potencia observada® [ R?ajustada .:
i rs1029035[a]  TT 0.040 0.015* ®0.36 0.69 0.208 i
i PCSK5 TG 0.046 0.004* ®0.43 0.84 i
: GG 0° :
:rs1029035[d] GG -0.043 0.004* ®0.43 0.83 0211
! PCSK5 TG+TT 0° !
i rs662[al T -0.016 0.252 0.17 0.21 0.188 i
i PON1 cT -0.024 0.044* ®0.30 0.52 i
: ccC 0° :
L rs662[d] cC 0.021 0.057 ®0.29 0.48 0.190 :
Loeov e | o Lol e )

Abreviaturas: [a] patrén de herencia aditivo, [d] patrén de herencia dominante
**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial Q6/Q3 [i]; parametros finales: LDL. La variable

dependiente (Q6/Q3) se convirtid a inversa y se obtuvo raiz cuadrada: ,(962’13)

*Valor de P<0.05 a dos colas

aParametro de referencia, establecido como 0

b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacién del tamafio del efecto (d) seglin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49
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Al analizar los polimorfismos previamente identificados bajo el patron de herencia aditivo
de manera simultdnea, Unicamente se mantiene la asociacién con el rs1029035 (PCSK5).
En este abordaje la variabilidad del indice Q6/Q3 atribuida al componente genético es del
3.2% (Tabla 34).

Tabla 34. Variantes genéticas con el patron de herencia aditivo asociadas con el indice Q6/
Q3 plasmatico al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**.

Pardmetro B P d Potencia observada®
TT PCSK5 (rs1029035) 0.036 0.029* ®0.33 0.59
TG PCSK5 (rs1029035) 0.042 0.007* ®0.40 0.77
GG PCSK5 (rs1029035) 02
TT PON1 (rs662) -0.013 0.351 0.14 0.15
CT PON1 (rs662) -0.020 0.097 ®0.25 0.38
CC PONI1 (rs662) 0?

R? ajustada = 0.211.
**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial Q6/Q3 [i]; parametros finales: LDL. La

variable dependiente (Q6/Q3) se convirtid a inversa y se saco raiz cuadrada: / L

(96/03)
*Valor de P<0.05 a dos colas
aparametro de referencia, establecido como 0
b Se ha calculado utilizando alfa = 0.05
Interpretacién del tamafio del efecto (d) segun Cohen: ®pequefio 0.2-0.49

8. DISCUSION DE RESULTADOS

Los efectos de los AGPI-CL Q3 sobre los fenotipos relacionados con enfermedades
metabdlicas han sido ampliamente estudiados; sin embargo, debido a los diferentes
resultados obtenidos(155-161), existen controversias sobre el efecto de su uso. En el
presente estudio los efectos de la suplementaciéon con aceite de pescado se muestran en
varios de los fenotipos estudiados, con algunas diferencias entre los grupos por sexo. Los
cambios en los parametros bioquimicos y antropométricos sugieren una disminucién muy
discreta en la grasa corporal, asi como la disminucién estadisticamente significativa de los
triglicéridos y efectos en indicadores del metabolismo de la glucosa representados por los
cambios en la insulina en ayuno, indice HOMA y la HbAlc. Este conjunto de hallazgos
sugiere que, en general, hay un aumento de la sensibilidad a la insulina. Un posible
mecanismo que explica el cambio en las concentraciones de insulina en ayuno es que, los
acidos grasos al ser incorporados a las membranas celulares afectan su permeabilidad y
propiedades funcionales, asi como de algunas moléculas que se encuentran en estas (62);
modificando la sefializacion de la insulina y las afinidades de union a su receptor. Ademas,

los AGPI-CL pueden servir como reguladores de factores de transcripcion, como la proteina
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de unién a elementos reguladores de esteroles 1 (SREBP1) y los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPARSs) que regulan la actividad de genes involucrados en

la lipogénesis, la oxidacion y homeostasis de acidos grasos y colesterol (174, 175).

Con relacion al mecanismo subyacente a la reduccion de triglicéridos, se sabe que los
AGPI-CL Q3 previenen e invierten rdpidamente la hipertrigliceridemia inducida por
carbohidratos; y en estudios cinéticos se ha demostrado que el aceite de pescado aumenta
la tasa catabdlica fraccional de VLDL (62); resultando en disminucién de triglicéridos
séricos. Ademds, participan en la interaccion con los receptores PPARa, que regulan la
expresion de genes involucrados en la produccion de particulas de HDL y en la oxidacion
de acidos grasos (174, 176, 177). Por otra parte, los AGPI inhiben la expresion y activacion
del factor de transcripcién SREBP1c, que regula la expresion de genes lipogénicos; por lo

tanto, se activa la oxidacién de lipidos y disminuye la sintesis de éstos (174).

Con respecto a la variacion genética estudiada, es importante mencionar que las
frecuencias genéticas y alélicas observadas del SNP rs662 y rs705379 (PON1) son
similares a las reportadas en estudios previos realizados en mexicanos jévenes y nifios de
la ciudad de México (178), nifios residentes de Morelos (179), San Luis Potosi, Querétaro,
Tijuana y Guanajuato . Las frecuencias de las variantes rs361525 y rs1800629 (TNFa)
también coinciden con las reportadas en jaliscienses (180) y en mexicanos mestizos (181);
asi como del SNP rs9282541 (ABCA1) (106). En relacion con los polimorfismos que
pertenecen a los genes FADS, existe poca informacién sobre las frecuencias alélicas en
mexicanos (182-184); los estudios disponibles muestran frecuencias que no pueden ser
comparadas con las del presente trabajo ya que la poblacion de estudio corresponde a

mujeres con hiperlipidemia familiar combinada (183).

Usualmente se realizan pruebas de hipoétesis con el fin de obtener conclusiones en base a
los valores establecidos de P la cual representa la probabilidad de obtener un resultado
debido al azar cuando la hipétesis nula es verdadera. Sin embargo, este valor no es
suficiente para conocer la magnitud de una diferencia; para resolver esta debilidad y
analizar con mayor precision los resultados obtenidos, se calcul6 el tamafio del efecto (97).
Este puede ser calculado de distintas formas, por motivos de practicidad y uniformidad se

decidio trabajar con la o de Cohen.
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El tamafio del efecto de la suplementacién sobre el perfil de 4cidos grasos en plasma y
eritrocitos entra dentro de la categoria grande, segun la d de Cohen, confirmando que la
dosis y tiempo de intervencién fueron suficientes para modificar el principal indicador de
exposicion al tratamiento, que es el indice Q3-HS; cambios similares en las muestras
bioldgicas estudiadas. Estos resultados concuerdan con lo reportado en adultos jovenes
que fueron suplementados o tuvieron una ingestibn de AGPI-CL similar a la dosis
proporcionada en el presente estudio (150, 158, 159, 185-187).

El presente trabajo es el primer reporte del efecto de la suplementacion con aceite de
pescado sobre la actividad enzimatica estimada de las enzimas desaturasas DA5, DAAS5,
DAG6 y DAAG en poblaciéon mexicana, asi como las concentraciones de HDL-C y los indices
Q3, ARA/EPA, Q6/Q3.

1.36 Concentraciones de HDL-C

Existen resultados controversiales del efecto que tiene la suplementacion con aceite de
pescado sobre las HDL-C en individuos sanos. Algunos estudios han reportado el
incremento de estas lipoproteinas como efecto de la ingestién de AGPI-CL (188), mientras
que otros estudios muestran resultados sin cambio en las concentraciones totales, pero si
en las subfracciones (incremento en HDL, y disminucién de HDLs) (160), y que ademas el
cambio es mayor segun el tiempo de suplementacién (138). La controversia en los
resultados puede ser atribuida a la gran variedad de factores en el disefio de los estudios
como son: dosis, relacion EPA: DHA de la dosis proporcionada, tiempo de intervencion, y
edad de los participantes. En el presente estudio se observd una reduccién de HDL-C en
promedio de 1.17mg/dl en mujeres y un incremento de 1.23mg/dl en hombres; hallazgos
que difieren con el Unico estudio realizado previamente en mexicanos (156) donde
observaron un incremento de 7.92mg/dL en participantes normolipidémicos suplementados
con 3g de aceite de salmon (0.36g de EPA y 0.3g de DHA) durante 4 semanas (156); sin
embargo, el nimero de participantes fue muy pequefio (14 individuos) con una media de
edad bastante diferente (47 afios) a la del presente trabajo; caracteristicas que podrian

explicar la diferencia de resultados.

Se esperaba que las mujeres presentaran mayores concentraciones de HDL-C en
comparacion con hombres ya que se sabe que los receptores de estrogenos alfa (ERa)

hepaticos intervienen en el eflujo del colesterol, promoviendo la absorcién de colesterol
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hepatico y la capacidad de éstas para la absorcién de colesterol de macrofagos cuando los
niveles de estrégeno son altos. También, la diferencia en las concentraciones de HDL-C
esta asociada al incremento de la tasa de sintesis de ApoA-1(189). Esta apoenzima
promueve el eflujo del colesterol a través del transportador ABCAL, y la ingesta de AGPI-
CL Q3 inducen la expresion de estas apoproteinas (190). Sin embargo, también se sabe
gue la proporcién de macronutrimentos ingeridos a través de la dieta ( lipidos, carbohidratos
y proteinas) puede modular el patron metabdlico (191), asi como las particulas de
HDL(154); y que éstos interaccionan con algunos polimorfismos (127, 192-194) en especial
con el SNP rs9282541 (ABCAL1) (195), que es frecuente en poblacion mexicana(105, 108),
por lo que se requiere estudiar la existencia de la interaccién del componente dietético y
éste polimorfismo para elucidar la posible causa de la disminucion de las concentraciones

de HDL-C en mujeres.

Uno de los objetivos secundarios del trabajo es identificar parametros bioquimicos y/o
antropométricos que influyen sobre los niveles de HDL-C; obteniendo que las
concentraciones iniciales de HDL-C es la principal variable que determina de manera
proporcional los niveles de HDL-C al finalizar la suplementacion; ademas, los TGL ejercen
un efecto inversamente proporcional, como se ha descrito en la literatura. Uno de los
principales hallazgos obtenidos es la asociacion de las HDL-C con la actividad enzimatica
estimada DAAG eritrocitaria; enzima que cataliza la conversion del acido LA al acido ARA,;
que es un precursor de distintos sustratos potencialmente inflamatorios. Esta asociacion se
ha reportado en otros estudios (163); sugiriendo que la actividad enzimatica DAAG esta

estrechamente relacionada con las HDL-C, que son uno de los principales criterios de RCV.

1.36.1 Polimorfismos asociados con las concentraciones HDL-C

Hasta el momento, este es el primer estudio donde se evalla el efecto de polimorfismos
genéticos sobre las HDL-C en individuos suplementados con AGPI-CL-Q3. De los
polimorfismos evaluados en los genes FADS1 (rs174537 y rs17457), FADS2 (rs174576),
ABCAL1 (rs9282541), PCSK5 (rs1029035), PON1 (rs662, rs705379) y APOE (rs7412,
rs429358) sobre las HDL-C; se encontré que las variantes genéticas rs9282541 (ABCA1) y
rs7412+rs429358 (APOE) contribuyen del 0.8 al 1.4% de la varianza de las concentraciones

de HDL-C, porcentaje que asciende al 2.3% cuando se evallan de manera conjunta.

El incremento promedio (3.26mg/dL) observado en individuos con el genotipo GG+GA del
rs9282541 (ABCA1), que son equivalentes a R230C y C230C. Se ha reportado que la

sustitucién de arginina por cisteina ocasionada por el cambio de la base A por G, como
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ocurre en individuos con el genotipo R230C y C230C reduce la actividad del transportador
ABCAL, provocando una disminucién del transporte reverso del colesterol (106, 196).
Ademas, estudios in vitro han demostrado que EPA tiene un efecto negativo sobre el
transportador ABCAL a través de la via de sefializacion de la proteina quinasa A (190, 197),
afectando el transporte reverso del colesterol mediado por ABCA1 en macroéfagos humanos
primarios (185). En individuos sanos con monoterapia de DHA o EPA se ha observado que
los niveles de HDL-C incrementan cuando se proporciona DHA (191); de tal forma que la
proporcion de estos AGPI-CL también es determinante para los niveles HDL-C. Como se
menciond anteriormente, las concentraciones iniciales de HDL-C influyen en gran medida
en las concentraciones posteriores a la suplementacion; se sabe que la poblacién mexicana
presenta menores niveles de HDL-C en contraste con otras poblaciones; causadas por la
variante genética rs9282541 (ABCA1) cuyo efecto sobre éstas se ha demostrado ser
relevante (104-107).

En portadores de la isoforma ApoE2 se observd un incremento promedio del 7.42mg/dL;
hallazgo que no se ha replicado en otros estudios con caracteristicas similares (198, 199).
La discrepancia puede ser atribuida a la diferencia del abordaje estadistico, ya que la
comparacion es realizada entre genotipos E3E3 y E3E4 (199), o se realiza la codificacion
como variable dicotdmica (portador o no portador de E4) (198); y ademas, se emplea una
proporcion de acidos grasos distinta (199). La isoforma E2 difiere de la isoforma E3
(isoforma comun o silvestre) por el intercambio de una arginina por una cisteina en la
posicion 158 de la proteina, que esta cerca de la region de union al receptor de lipoproteinas
LDL (RLDL). Esta sustitucién de aminoacidos elimina un puente salino entre Arg158 vy el
acido aspartico (Asp) 154, presente en ApoE3, y conduce a la formacion de un puente salino
diferente entre Asp158 y Arg150 en ApoE2. Este nuevo puente de sal altera la conformacién
de Argl50 de modo que ya no interactla con el RLDL, reduciendo asi la capacidad de
ApoE2 para unirse al receptor (200); por ende se ha asociado con una menor produccién
de particulas de LDL, mayor catabolismo de LDL y la reduccion de los niveles de LDL-C
(201). La isoforma E2 no es completamente inocuo, Yya que se ha relacionado con
propension a la hipertrigliceridemia en varias investigaciones (202). En cambio, la isoforma
E4 tiene mayor afinidad a particulas lipidicas creando un complejo que inhibe la liberacion

de colesterol (203) y, por ende, menores concentraciones de HDL-C.
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Los hallazgos encontrados brindan una evidencia nutrigenética para la poblacién mexicana,
ya que la suplementacion con aceite de pescado en individuos portadores del genotipo
R230R del gen ABCAL, asi como E4E4 del gen APOE parece contribuir con la disminucién
de la concentracién de HDL-C.

1.37 Actividad enzimatica estimada de las desaturasas.

Las enzimas desaturasas son enzimas limitantes en la biosintesis de AGPI-CL, su actividad
puede ser estimada mediante la razén de producto-precursor (204). La enzima DA5 cataliza
la desaturacion del acido dihomo-y-linoléico (DGLA) formando acido ARA (53, 205).

La actividad enzimatica DAA5 evalua la via total de la desaturacion de AGPI-CL Q3; de tal
manera que los individuos con mayor actividad enzimatica presentan mayor proporcion de
EPA en la membrana celular o en plasma, dependiendo de la muestra biolégica estudiada;

y aquellos con actividad enziméatica estimada disminuida presentan mayor cantidad de ALN.

La actividad enzimatica estimada DAG6 indica la conversion del precursor, el acido LN, a su
producto, el &cido GLA, estos &cidos grasos forman parte de los AGPI-CL Q6. Una menor
actividad enzimatica DAAG implica la disminucion en la biosintesis de acido ARA a partir del
acido LN. El ARA es esencial para el desarrollo y el rendimiento éptimo del sistema
nervioso, principalmente funciones del cerebro y cognitivas; musculo esquelético y sistema
inmunoldgico (206); sin embargo, también es sustrato para las enzimas ciclooxigenasa
(COX), lipoxigenasa (LOX), que forman distintos eicosanoides como prostaglandinas (PG),
tromboxanos (TX) principalmente de la serie 2, y leucotrienos (LT) de la serie 4 que actian

como mediadores y reguladores de los procesos inflamatorios (207).

Una actividad enzimatica DA6 elevada se ha asociado a un mayor riesgo de presentar
sobrepeso (76), enfermedad coronaria (11, 91), sindrome metabdlico (208), esteatosis
hepatica (209) y adiposidad abdominal (210); mientras que una actividad enzimatica DA5
disminuida se ha asociado con resistencia a la insulina, DM2 (140, 204, 211),
concentraciones de HDL-C disminuidas (140) porcentaje de grasa corporal (212), mayor
RCV (13), esteatosis hepatica (209, 213), sindrome metabdlico (208) vy adiposidad
abdominal (210). Por lo tanto, una mayor actividad enzimatica DA5 podria ser protectora

ante distintas enfermedades metabdlicas.

El cambio de las actividades enziméticas estimadas al finalizar la suplementacion
(incremento de la actividad enzimatica DA5 y reduccién de la DAG) son similares a los

obtenidos por Cormier et al donde la dosis y tiempo de exposicion (162) fueron iguales a
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las realizadas en este trabajo, y por Al-Hilal et al en el que utilizaron distintas dosis de
suplementacion (0.45, 0.9, y 1.8 g/dia) durante 6 meses (146). Hasta el momento, no hay
reportes en la literatura del efecto de la suplementacién sobre la evaluacién de la via global
de biosintesis AGPI-CL Q3 y Q6, representados por la actividad enzimatica DAA5 y DAAG;
sin embargo, dado que los sustratos compiten por estas enzimas, y al haber mayor cantidad
de AGPI-CL Q3; la reduccién y/o mantenimiento de la DAA6 asi como el incremento de
aproximadamente 4 veces el valor inicial de la DAA5 en ambas muestras biolégicas tienen

sustento bioldgico.

En la actividad enzimatica estimada DAA5 se presenté una diferencia en la respuesta a la
suplementacion por sexo; la mayor respuesta obtenida representada por un mayor
incremento en esta actividad enzimatica en las mujeres es atribuida a las hormonas
sexuales. Se sabe que las hormonas sexuales maodifican la capacidad para sintetizar AGPI-
CL Q3 a partir de ALN, de tal forma que la progesterona incrementa la capacidad de
conversion de EPA y los estrégenos la conversion de DHA (214, 215); ademas, se ha
observado una relacion significativa entre la composicion de acidos grasos (en plasma y
tejidos) y las concentraciones séricas de estas hormonas, sugiriendo en términos
generales, que el estrogeno estimula y la testosterona inhibe la conversion de acidos grasos

esenciales (LN y ALN) en sus metabolitos de cadena més larga (216).

Como objetivo secundario se estudiaron los parametros bioquimicos y antropométricos
asociados a las actividades enzimaticas; se encontrd que la actividad enzimética inicial y el
apego al tratamiento influyen de manera importante (determinado por el tamafio del efecto
segln d Cohen) sobre la respuesta de la suplementacién con aceite de pescado en la
actividad enzimatica estimada de las DA5 y DAA5 en eritrocitos y de las DA6 y DAAG en
plasma; explicando alrededor del 50% de la actividad enzimatica estimada al finalizar la
intervencion; mientras que la DA6 en eritrocitos y DAAG6 en plasma estan definidas
solamente por su actividad inicial. La DAA5 es la Unica desaturasa que esta definida

exclusivamente por el apego a la suplementacion.

Ademés del apego y/o la actividad enzimética inicial, hubo algunos fenotipos que de
acuerdo al modelo estadistico, ejercieron influencia sobre las actividades enzimaticas
estudiadas; en la DAS5 eritrocitaria, el IMC ejercié un efecto () negativo que es consistente
con otros reportes (217-219); en la DA5 plasmatica los parametros que ejercieron influencia

fueron el indice Q3-HS final plasmético, que refleja el apego a la suplementacion a nivel
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plasmético; y por ultimo los triglicéridos influyeron sobre la actividad DAA5 en ambas

muestras bioldgicas.

También se encontré que las actividades enziméticas se relacionan entre ellas; se esperaba
gue esta fuese inversamente proporcional como el obtenido entre la DA5 y DAG plasmatica,
sin embargo, la DAAG eritrocitaria se asocia de manera directamente proporcional con la
DAAS5 en ambos sustratos biologicos estudiados, relacion replicado Gnicamente en la DAAS
eritrocitaria. Una posible explicacion de esto es que, a pesar de que estas enzimas compiten
entre ellas, es necesario mantener un balance, ya que el 4cido ARA confiere fluidez y
flexibilidad a las membranas celulares, que es esencial para el mantenimiento e integridad
de las células; y de manera circulante, el ARA modula la funcién de los canales ibnicos,

receptores y/o enzimas, algunas de ellas involucrados en la respuesta inmune tipo 2 (206).

1.37.1 Polimorfismos asociados con la actividad enzimatica estimada.

Dentro del objetivo principal del presente trabajo esta evaluar el efecto de SNPs en los
genes FADS1 (rs174537 y rs17457), FADS2 (rs174576), ABCAL (rs9282541), PCSK5
(rs1029035), PONL1 (rs662, rs705379) y APOE (rs7412, rs429358) sobre las actividades
enzimaticas plasmaticas y eritrocitarias estudiadas. Encontramos asociaciones
principalmente en aquellas variantes que pertenecen a los genes FADS, como ya se ha
reportado previamente (60, 146, 148, 150, 220, 221) y, ademas con las variantes que
pertenecen a los genes PON1 y PCSKS5, cuyas asociaciones no han sido reportadas. El
tamafio del efecto obtenido en los polimorfismos asociados es pequefio, con excepciéon de
los polimorfismos rs174537 (FADS1) y rs174576 (FADS2) cuya magnitud es mediana sobre
la actividad enzimatica DA6 y DA5 plasmaticas bajo el patron de herencia aditivo y recesivo
respectivamente. También, se identific6é que los polimorfismos contribuyen en menor
proporcion a la variabilidad en la actividad enziméatica eritrocitaria estimada en comparacion
con la plasmética. Por ejemplo, la variabilidad atribuida del componente genético en las
enzimas DA5, DAA5, DAG eritrocitarias es < 1%; con una cifra maxima de 1.8% en la enzima
DAAG. Por el contrario, en plasma corresponde alrededor del 4.5% y 7% en las enzimas
DA5, DAB; 4% en DAAS5 y cifras aun menores en la DAAG; estas cifras se ubican en el rango
de variabilidad considerable. Estas diferencias observadas segun las muestras biolégicas
se atribuyen al tiempo de exposicion; ya que se requiere mayor tiempo de exposicion para
que los acidos grasos se incorporen a la membrana celular, como ocurre en los eritrocitos;

en comparacion con el consumo reciente que es reflejado por los &cidos grasos en plasma.
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1.37.1.1 FADS

La asociacion obtenida de los homocigotos TT del polimorfismo intronico rs174537 (FADS1)
con menor actividad enzimatica DA5, DA6 (eritrocitaria y plasmatica) y DAA6 plasmatica;
tiene sentido biolégico ya que se sabe que la regulaciéon de estas enzimas es por “feedback”
o retroalimentacion, y que los AGPI-CL compiten por estas enzimas (51, 55). Ademas, estas
asociaciones concuerdan con lo reportado en caucasicos y hombres coreanos portadores
del alelo T que presentan menor actividad DAAG eritrocitaria y plasmatica respectivamente
(148, 220, 221), y en londinenses homocigotos GG suplementados durante 6 meses que
presentaron mayor actividad DA5 en contraste con los individuos portadores del alelo T en
eritrocitos (146).

La interpretacion biolégica de la asociacién de los heterocigotos con las actividades
enzimaticas obtenidas: TG del SNP rs174537 (FADS1) con mayor actividad enzimatica
DAAS5 eritrocitaria, (CT) del polimorfismo rs174547 (FADS1) con mayor actividad enzimatica
DA5 plasmatica y (AC) del rs174576 (FASD2) con mayor actividad plasmatica DAG6, es
complicada ya que no se cumple con el supuesto de gradiente biolégico relacionado con el
namero de alelos. Para descartar que estas asociaciones sean al azar, se observé la
potencia de asociacion obtenida en estos genotipos; encontrando que la potencia de
asociacion es menor a la recomendada Unicamente en el heterocigoto (TG) del rs174537,
por lo que podria tratarse de una asociacion al azar. En el resto de los heterocigotos la
potencia de asociacion se ubica dentro de la cifra recomendada, que es >80%; por lo que
estadisticamente se cumple con los supuestos que aseguran que los hallazgos no son al
azar, aunque la interpretacion biol6gica es poco comun. Para corroborar esta asociacion es

necesario realizar andlisis funcionales.

Los hallazgos encontrados en el heterocigoto TG del rs174537 (FADS1) no coinciden con
lo reportado en hombres jévenes canadienses portadores del alelo T suplementados
durante 12 semanas que tuvieron menor incorporacion de EPA en eritrocitos (150). Cuando
la actividad enzimatica DAA5S se encuentra disminuida, existe una menor cantidad de EPA
en eritrocitos; sin embargo, es importante mencionar que el tamafio de muestra esta
compuesto Unicamente por 12 individuos; por lo que se requiere estudiar mas individuos

y/o comparar con otros estudios para confirmar este hallazgo.
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Los reportes del polimorfismo rs174547 (FADS1) son controversiales ya que el alelo
asociado a una disminucién enzimatica varia segun la poblacion y muestra bioldgica
estudiada; por ejemplo, en caucasicos (220) y chinos (212) la asociacion con menor
actividad enzimatica es en portadores del alelo C; asociacion que es obtenida en el presente
estudio. Por otro lado, en coreanos(148) y caucésicos (60) la menor actividad enzimética
se ha asociado al alelo T. Algunos factores que pueden intervenir en esta discrepancia de
hallazgos es la edad. Para esclarecer la consistencia de estos resultados es necesario
estudiar con mayor precision este polimorfismo. La asociacion obtenida con los
homocigotos CC del rs174547 (FADS1) con menor actividad DA6 plasmatica sugiere,
contrario a lo observado en las asociaciones de la variante rs174537 (FADS1) que el
polimorfismo ejerce un papel inverso entre las enzimas DA5 y DA6 plasmaticas ya que los
homocigotos CC presentan menor actividad DA6 y existe una tendencia a que los
portadores de un alelo C, presenten mayor actividad DA5 plasmatica; dado que el genotipo
asociado es un heterocigoto, la disminucién no es proporcional a la cantidad de alelos

presentes.

La asociacion de los homocigotos AA de la variante intronica |

rs174576 (FADS2) es similar a la obtenida con el polimorfismo

rs174537(FADS1); esta consistencia sugiere que esta variante se

1s174537
rs174547 —
15174576

encuentra en desequilibrio de ligamiento (DL) y que, a nivel funcional

el efecto de ambos polimorfismos tiene una direccionalidad y

magnitud uniforme sobre las enzimas DA5 y DAA6 en ambas

muestras bioldgicas. 1 2 3
Para corroborar si estas variantes se encuentran en desequilibrio de 33 24
ligamiento se realiz6 el analisis pertinente encontrando que estas ‘

variantes presentan un D= 83 (Figura 4), equivalente a una R? de
Figura 4. Analisis de
Desequilibrio de Ligamiento
encuentra en DL. para las variantes
estudiadas de los genes
FADS1y FADS2.

0.65. Esta cifra indica que las variantes rs174537 y rs174576 se

No se encontraron reportes que evallen la asociacion del
polimorfismo rs174576 con la actividad enzimatica DAAG6 y DA5; sin embargo, se ha

reportado la asociacion de portadores del alelo menor de polimorfismos que pertenecen al
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gen FADS, no estudiados en el presente estudio, con menor actividad enzimatica DA5 al

finalizar la suplementacion (162).

Dado a que la actividad enzimatica DAA6 basal es el principal determinante de la actividad
enzimatica DAA6 postsuplementacion, los reportes de asociacion de la variante genética
con la actividad basal nos podria sugerir alguna tendencia en el comportamiento de sus
genotipos; de tal forma que caucasicos portadores del alelo A (60) y hombres canadienses
(149) presentaron menor actividad enzimatica plasmatica y eritrocitaria, respectivamente;

comportamiento que también fue encontrado en el presente estudio.

En resumen, las asociaciones obtenidas sugieren que las variantes que pertenecen a los
genes FADS: rs174537, rs174547 y rs174576 ejercen variabilidad en la actividad
enzimatica estimada de las desaturasas estudiadas posterior a la suplementacién con
aceite de pescado. El mecanismo por el cual los AGPI-CL afectan la actividad de las
desaturasas aun no se ha elucidado. Se cree que el efecto de los AGPI-CL es indirecto a
través de la activacion de los factores de transcripcion PPAR-a y SRBP1c previamente
mencionados. El SRBP1c activa distintos genes involucrados en la sintesis de acidos
grasos en higado, incluidos las desaturasas, funciones que son inhibidas por los AGPI-CL.
Por el otro lado, el factor de transcripcion PPARa induce la expresion de enzimas
desaturasas a través de mecanismos indirectos; de primera instancia los AGPI-CL a través
de este factor inducen la oxidacion de acidos grasos por lo que el aumento de la
degradacion de acidos grasos insaturados resulta en la induccién de desaturasas; ademas
se ha observado que la induccion de ARNm para las enzimas DA6 y DA5 es mas tardia en
comparacion con las enzimas involucradas en la oxidacién de acidos grasos, como la acil

CoA oxidasa y la carnitina palmitoiltransferasa-1 (CPT-1) (55, 222).

1.37.1.2 APOE

La isoforma E2 del gen APOE se asocié con menor actividad enzimatica eritrocitaria DAA5S
(B-1.24). Se sabe que ApoE interactia con los AGPI-CL de la dieta, en el transporte y la
absorcion de las lipoproteinas. Ademas, se ha demostrado que ApoE influye en la respuesta
de los lipidos plasmaticos posterior a la intervencion de EPA y DHA; con evidencia de que
portadores del alelo E4 tienen mayor capacidad de respuesta. EI mecanismo de accion de
la contribucién del genotipo ApoE en la desregulacion del metabolismo de EPA y DHA aln
no se conoce, sin embargo, el reemplazo de cisteina por arginina en las posiciones 112 y
158 (Cys112, Cys158) puede generar distintas interacciones con los metabolitos (132, 203).

También se ha atribuido la capacidad de respuesta por las caracteristicas individuales de
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los genotipos; por ejemplo, los individuos portadores de la isoforma E4 presentan mayores
concentraciones de LDL-C y de TGL en comparacién con el resto de las isoformas (223),
por lo que al consumir AGPI-CL, especificamente aceite de pescado, se observaran

mayores beneficios.

La gran cantidad de estudios realizados a la fecha han sido con individuos que cursan con
alguna enfermedad (224); sin embargo, los pocos reportes realizados en individuos sanos
suplementados con aceite de pescado sugieren que el genotipo ApoE interviene en el
metabolismo de éstos (202). En hombres londinenses portadores de la isoforma ApoE4
presentaron mayor cantidad de EPA en plasma (P=0.004) comparados con los portadores
de la isoforma ApoE2 (225); los hallazgos del presente estudio concuerdan con los

resultados de dicho reporte.

1.37.1.3 PON1

El gen PONL1 codifica para la enzima paraoxonasa, una enzima que se encuentra asociada
principalmente a HDL(114) y tiene funciones citoprotectoras, ya que hidroliza productos de
peroxidacion de fosfolipidos y LDL-C. A diferencia del resto de las desaturasas; la mayoria
de las asociaciones genotipicas de la actividad enzimatica DAA5 fue con heterocigotos que
forman parte del gen PON1 y no del gen FADS, como se esperaba. La direccionalidad
consistente (B8-1.24, B -0.364) obtenida en la asociacién con menor actividad enzimatica
DAA5 en ambas muestras bioldgicas sugiere que la asociacion no es al azar; a pesar de
ser asociaciones de dificil interpretacion. Ademas, se asociaron con menor actividad
enzimatica DAAS5 eritrocitaria y mayor actividad DAG plasmatica; es importante mencionar
gue estas asociaciones no han sido reportadas hasta el momento. No obstante, se ha
estudiado el efecto de algunos AGPI-CL sobre la actividad paraoxonasa. En modelos
animales se ha observado que la actividad sérica paraoxonasa disminuye después del
consumo de aceite de pescado (226). Un mecanismo propuesto es que los AGPI-CL son
reconocidos por el sitio activo de PON, inhibiendo de forma competitiva la actividad
enzimatica de PON; ademds, esta union cambia la conformacion de la proteina, evitando la
union con los acidos grasos monoinsaturados y saturados, mecanismo por el cual aumenta
la susceptibilidad de inactivacion de la paraoxonasa por oxidacion (227); por otro lado, se
ha propuesto que la disminucion de la actividad paraoxonasa es provocada por el
incremento en la produccion de radicales libres a consecuencia de la suplementacién con
AGPI-CL Q3 (228), efecto no comprobado en humanos (229).
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La variante rs662 es un polimorfismo no sinbnimo; el alelo silvestre A codifica para una
glutamina (R), y el alelo mutado G codifica para una arginina (Q) en la posicion 192; esta
alteracion disminuye la funcion de la enzima paraoxonasa, de tal manera que el homocigoto
RR (AA) tiene menor capacidad de hidrélisis (179, 230). Dados los efectos reportados de la
suplementacion con AGPI-CL Q3 sobre la actividad enzimatica paraoxonasa y la naturaleza
en la disminucién en individuos homocigotos RR; el decremento de la actividad enziméatica
paraoxonasa en estos individuos podria ser mayor. Un estudio que concuerda con esta
inferencia es el realizado en griegos sin indicio de enfermedad metabdlica, donde los
homocigotos QQ (codificado por el alelo G) presentaron mayor incorporacion de EPA en
adipocitos en contraste con los homocigotos RR (codificado por el alelo G) (P =0.039)(231)
; Si bien, la actividad enzimatica desaturasa no fue estimada, ésta puede ser inferida por la
cantidad de producto incorporado, de tal forma que cuando hay una mayor incorporacion
del producto, en este caso EPA, la actividad enzimatica de la DAA5 es mayor y viceversa.
Sin embargo, en mexicanos se ha reportado que la actividad de ePON en homocigotos QQ
(AA) es menor en contraste con los portadores de RR (GG) (232), lo cual es contrario a lo
reportado en otras poblaciones. Los hallazgos encontrados indican que los heterocigotos
presentan menor actividad enzimatica, por ende, menor incorporacién de EPA; dado que el
poder estadistico de esta asociacion entra dentro del rango recomendado (89%), se
descarta una asociacion al azar; por lo que se requiere mayor cantidad de estudios para

evidenciar el comportamiento de la incorporacién de EPA de acuerdo con el genotipo.

También se han reportado algunas correlaciones de la ingesta de acidos grasos con la
actividad paraoxonasa; entre ellas la ingesta elevada de LA disminuye su actividad (233) y
que el acido DGLA se correlaciona positivamente con ésta en hombres (234); estos reportes
sugieren que los acidos grasos, especificamente aquellos involucrados en la actividad

enzimatica DA6 modifican la actividad de ePON.

En relacién con el polimorfismo rs705379, que esta localizado en la posicién -107, rio arriba
del gen PONL1; no se encontraron reportes de su asociacion con la actividad enzimatica
estimada. La potencia de asociacion con este polimorfismo fue < 80%, por lo que podria
tratarse de una asociacion al azar. Sin embargo, se sabe que esta variante genética es uno
de los principales determinantes de la actividad de ePON, donde individuos homocigotos
CC presentan mayor actividad ePON, la cual aunada al efecto del consumo de aceite de

pescado, previamente comentado, podria favorecer la disminucion de la actividad de ePON
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(226) de una forma aun mayor. No obstante, se requiere mas estudios para confirmar este

hallazgo y elucidar su mecanismo biolégico.

1.37.1.4 PCSK5
El rs1029035 es un polimorfismo que se encuentra en una region intrénica del gen PCSKS5;
este gen gue codifica para la proteina PC5. Los polimorfismos localizados en las regiones

intrénicas puede regular la transcripcion del gen o algun otro proceso de la proteina (235).

El poder estadistico obtenido de la asociaciébn de los heterocigotos (TG) con mayor
actividad enzimatica DAAG eritrocitaria, es inferior al recomendado; por lo que este hallazgo
se debe tomar con precaucién. Ademas, al no encontrar estudios que reportaran
asociaciones con la actividad enzimatica; este hallazgo no puede ser comparado; sin
embargo, podria existir una posible explicacion bioldgica a través de la activacion de PPARa
por consecuencia de la ingesta de acidos grasos. Este factor de transcripcién promueve a

su vez la expresion de la proteina convertasa 5 (PC5) (236).

Los hallazgos encontrados en este estudio brindan evidencia nutrigenética para la
poblacion mexicana, donde los individuos homocigotos TT (rs174537) y AA (rs174576) es
posible que se beneficien del consumo de aceite de pescado ya que la actividad DAAG en
estos individuos es menor, asi como los portadores de la isoforma E4 del gen APOE,
portadores del alelo T del rs174537 (FADS1) que presentan mayor actividad DAAS.

1.38 indices obtenidos a partir de acidos grasos

Los indices obtenidos a partir de acidos grasos eritrocitarios y plasmaticos reflejan la
cantidad y tipo de lipidos a través de la ingesta dietética, asi como su metabolismo (61), por
lo que su valor puede dar informacion relevante del tipo de dieta y proporcion de consumo
a largo y corto plazo. Los indices estudiados en el presente trabajo son el indice Q3-HS,
que refleja la proporcion de EPA y DHA con relacién a otros &cidos grasos, el indice
ARA/EPA se ha asociado a inflamacion e indica el equilibrio entre los AGPI-CL en el cuerpo
humano (237) y, finalmente, el indice Q6/Q3 que refleja el balance de consumo de estos

nutrimentos, siendo importante en la prevencién primaria y secundaria del riesgo de ECV
(6).

El indice Q3-HS obtenido a partir de la composicion de &cidos grasos en eritrocitos al inicio

de la suplementacion, segun la Asociacion Americana del Corazén (AHA, por sus siglas en
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inglés), corresponde a la categoria de riesgo moderado, mientras que, este indice en
plasma corresponde a un riesgo elevado. Un indice ARA/EPA alto, se considera perjudicial
para la salud ya que se tiene mayor disponibilidad de ARA en diversos tejidos para la
produccién de prostaglandinas y eicosanoides altamente inflamatorios, los cuales pueden
ser blogueadas por los AGPI-CL Q3 formando productos proinflamatorios de menor
actividad (238-240); ademas se ha asociado con mayor contenido de grasa corporal en
distintas poblaciones (241), entre ellas la mexicana (242). Finalmente, una proporcion alta
de AGPI-CL Q6/AGPI-CL Q3 también es considerada perjudicial por la mayor disponibilidad
de metabolitos proinflamatorios como el ARA; de tal manera que un indice cercano a 1 se
considera protector contra las ECV. El indice obtenido al inicio de la suplementacion en
eritrocitos refleja la proporcion de consumo de acidos grasos de una dieta tipo occidental,
gue oscila entre 15:1 - 20:1 (243).

Los resultados del presente trabajo muestran que al finalizar las 6 semanas de
suplementacion los indices cambian; caracterizados por un incremento de gran magnitud
en el indice Q3-HS aunque no se alcanzaron las cifras recomendadas por la AHA (>8%)
para la prevencién de ECV; cuya posible causa sea el tiempo de suplementacién empleado;
ya que se ha reportado que en jovenes sanos estadounidenses suplementados durante 5
meses con la mitad de la dosis empleada en el presente estudio (1800mg), el indice Q3
alcanzé cifras >8% (185), o en su defecto, una dosis equivalente a la ingesta de 5 porciones
de pescado a la semana (244), que corresponde aproximadamente a 2700mg. Los indices
ARA/EPA y Q6/Q3 se redujeron, alcanzando cifras <10% siendo la recomendada para la
prevencion de ECV; reducciones similares han sido reportadas al finalizar la

suplementacion con aceite de pescado (187, 245).

Al igual que lo observado en las enzimas desaturasas, el factor o la caracteristica individual
determinado por el indice inicial, es el principal determinante del indice Q3-HS y el indice

Q6 / Q3 en ambas muestras biologicas.

A diferencia de lo observado en las actividades enzimaticas estudiadas, en los indices
influyeron mayor cantidad de parametros bioquimicos y antropométricos como son las
concentraciones de TGL, HDL-C, LDL-C e IMC. En general, los TGL tuvieron un efecto
negativo sobre el indice que refleja el estatus de los AGPI-CL Q3 en las muestras biolégicas
estudiadas y un efecto positivo sobre aquellos que reflejan la cantidad de AGPI-CL Q6 en
plasma (indice ARA/EPA y Q6 /Q3); estos hallazgos que concuerdan con la literatura (7,

152, 188, 190, 241). En cambio, las asociaciones con las concentraciones de HDL-C, LDL-

81



C (190) e IMC (50, 152, 242) son contrarias a lo reportado; en el caso de las HDL-C, éstas
tuvieron un efecto negativo con el indice Q3-HS y positivo sobre los indices que reflejan la
cantidad de AGPI-CL Q6, y en el caso de las concentraciones de LDL-C e IMC, presentaron
asociacion positiva con los indices que reflejan mayor consumo de AGPI-CL Q6. La
discrepancia en estos hallazgos puede ser atribuida en parte a la poblacion estudiada; ya

que en su mayoria son individuos de mayor grupo etario y con algun proceso patolégico.

Finalmente, las mujeres presentaron mayor indice Q3-HS, y menor indice en aquellos que
reflejan los AGPI-CL Q6 como son el ARA/EPA y Q6 /Q3, en las muestras biologicas
estudiadas; esto es debido a que las hormonas sexuales femeninas (progesterona y
estrdgenos) incrementan la capacidad de conversién de EPA y DHA respectivamente (214,
215).

1.38.1 Polimorfismos asociados con los indices estimados a partir de
acidos grasos

Al igual que lo observado en las enzimas desaturasas, los polimorfismos en los indices
también explican en mayor proporcion los indices plasmaticos en contraste con los
eritrocitarios, siendo alrededor del 1.8% al 3.7% de los indices Q3-HS y Q3/ Q6 plasmaticos
y del 4% del indice ARA/EPA.

Dado que los polimorfismos que pertenecen a los genes FADS determinan la actividad
enzimatica estimada de DAA5, que cataliza la conversion de EPA y éste forma parte de los
indices estudiados, se esperaba que estas variantes genéticas también se asociaran con
los indices; sin embargo, Unicamente el indice ARA/EPA eritrocitario present6 asociacion
con el SNP rs174537 (FADS1) y rs7412+rs429358 (APOE). En plasma los polimorfismos
asociados a los indices fueron rs1029035 (PCSK5) y rs662 (PON1). La magnitud de las
asociaciones obtenidas es pequefia segun la d de Cohen; magnitudes que se esperaban
asi ya que se sabe gue el principal determinante de estos es la ingesta dietetica de lipidos
(6, 246, 247). No se encontraron reportes de la asociacion de alguna variante genética con
los indices estudiados; por lo que las asociaciones obtenidas con mayor indice Q3-HS,
ARA/EPA y menor indice Q6/ Q3 en homocigotos CC (rs662) y TT (rs1029035) no pueden

ser comparadas.

Se esperaba que la isoforma E2 del gen APOE se asociara con el indice ARA/EPA
eritrocitario de manera negativa; ya que previamente se mostré la asociacion de la isoforma

E4 con mayor actividad enzimatica estimada DAA5, enzima limitante de la biosintesis de
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EPA; sin embargo, la isoforma asociada fue ApoE3. Esta discrepancia es atribuida a la

pequeia cantidad de individuos portadores de la isoforma E2.

Los mecanismos biologicos subyacentes al efecto de la ingesta de AGPI-CL y al gen
PCSK5, como se menciond con anterioridad, no se han elucidado. El posible mecanismo
de modulacién del polimorfismo rs1029035 (PCSKS5) y la ingesta de AGPI-CL pudiera ser a
través de la activacion de PPARa (236).

Como se mencion6 anteriormente hay pocos estudios que evaltan el efecto de los AGPI-
CL y la actividad enzimética de ePON en individuos sanos, el efecto positivo observado se
replica con lo reportado en hombres iranies; donde la actividad de ePON se correlacion6
directamente con DGLA (AGPI-CL Q6) de las particulas de HDL (248); esto puede ser
comparable ya que la composicion de lipoproteinas y lipidos séricos reflejan la ingesta
dietética de acidos grasos. El efecto negativo observado en modelos animales con el
polimorfismo rs662 (PON1) (228), no ha sido comprobado en humanos (229), pero se ha
evidenciado que una alta ingesta de &cido linoleico durante 6 semanas disminuye la
actividad de ePON (229); esto sugiere que la actividad de ePON es modificada por la
composicion dietética. Sin embargo, se requieren mayor cantidad de estudios para elucidar
el efecto que tiene el consumo especificamente de EPA y DHA con la actividad enzimatica
de ePON.

1.39 Fortalezas del estudio

La principal fortaleza de este trabajo de investigacion es que es el primer estudio que evalla
el efecto de algunos polimorfismos en individuos mexicanos suplementados con aceite de
pescado y analizo el impacto sobre indicadores del metabolismo de lipidos. El tamafio de
muestra nos permitié identificar las asociaciones y efectos de mayor magnitud

La medicion directa de los acidos grasos permitio tener datos cuantitativos del componente

dietético, que es mas fidedigno que los datos cualitativos.

1.40 Limitaciones del estudio

El presente estudio tiene varias limitaciones que deben considerarse. Primeramente, en el

caso de algunos genotipos de baja frecuencia, el poder estadistico fue insuficiente.
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Ademads, la realizacion de pruebas mdltiples aumenta la probabilidad de encontrar
resultados falsos positivos y no se realizd una prueba de ajuste por multiples
comparaciones. Por otra parte, con base en la relacion entre la dosis y el tiempo de
suplementacion, se puede esperar un efecto moderado. A pesar de que la dosis es
modesta, varios participantes consideraron que les causaba algunas molestias menores, y

esto impact6 negativamente la adherencia al tratamiento.

Otra limitacién del estudio es la falta de la inclusion del componente dietético ya que nos

puede ayudar a dilucidar de mejor manera distintas asociaciones e interacciones.

Finalmente, otra limitacion es la falta de medicién de las subfracciones de HDL, y que se
analizaron solo algunos indicadores del metabolismo de la glucosa y sensibilidad a la
insulina, para elucidar algunos de los mecanismos reportados en la literatura relacionados

tanto con el metabolismo de las HDL.

9. CONCLUSIONES

En el presente estudio se documenta el efecto benéfico de la suplementacién con aceite de
pescado en jévenes mexicanos sin indicios de enfermedad metabdlica representado por el
incremento en las enzimas desaturasas DA5, DAA5 y el indice Q3-HS alcanzando cifras del
indice que corresponden a riesgo cardiovascular bajo, segun la AHA, y por consecuencia
la disminucién de las enzimas desaturasas DAG, DAAG e indices ARA/EPA y, Q6/Q3 a cifras
recomendables (<10) para la prevencion de enfermedades cardiovasculares. Asi mismo,
los efectos de la suplementacion varian entre los grupos de acuerdo con el sexo de manera
importante sobre las concentraciones de HDL-C, sugiriendo que es benéfico en hombres y

deletéreo en mujeres.

Por otro lado, se identifico que el factor individual es crucial para la determinacion de los
fenotipos, con excepcién de la actividad enzimatica DAA5 cuyo principal determinante es el
apego a la suplementacion. La identificacion de la asociaciéon de la actividad enzimatica
DAAB, que cataliza la bioconversion del ARA, y las concentraciones de HDL-C es de vital

importancia para la prevencion de enfermedades cardiovasculares.

También se identific6 que las variantes en los genes ABCAl y APOE contribuyen a la
variabilidad de las concentraciones de HDL-C postsuplementacion y que aquellas que

pertenecen a los genes FADS1 y FADS2 son los principales polimorfismos que
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proporcionan variabilidad en las actividades enziméaticas estimadas, con tamafio del efecto
pequefo-mediano; junto con los polimorfismos de los genes PON1 y PCSK5 cuyo tamafio
del efecto es pequefio. Por otro lado, los principales polimorfismos que contribuyen a la
variacién de los indices de &cidos grasos plasméaticos son el rs662 (PON1) y rs1029035
(PCSKD5); y los polimorfismos rs174537 (FADS1) y rs429358+rs7412 (APOE) explican una
pequefia proporcion de la variabilidad del indice eritrocitario ARA/EPA.
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1.

ANEXOS

ANEXO Efecto de la ingestion de AGPI-CL Q3 sobre el RCV

Disefio de

Dosis/

Autores/Afio . Poblacion o Resultados
estudio Duracion
Jannas-Vela | Experimental 26 hombres 12 semanas Sin cambios en
et al. (157) aleatorio sanos de 22+3 | 2g EPA + 1g de DHA | colesterol total y HDL-c
2017 controlado afos 3g de aceite de oliva en ningln grupo
15 hombres
. . (18-30 afios) y .
Zulyniak et | Experimental 17 mujeres (60- 29 EPA + 1g DHA En ambos grupos:
al. (159) controlado 74 afios) de 3 meses JTGL
2016 con placebo Sin cambio HDL-c
Guelph
(Canada)
12 hombres
Zulvniak et sanos de 18 a JTGL
y . 30 afos de la 2g EPA + 1g DHA 1 razon Colesterol
al. (158) Experimental . ;
2013 Universidad de 3 meses total/HDL
Guelph Sin cambio HDL-c
(Canada)
Aceite de pescado:
6 capsulas/d (240mg . )
Sacks et . 350 hombresy | EPA, 160mg DHA, Aceite de pescado:
Experimental . 2 1 HDL2
al.(161) aleatorio mujeres sanos 100 DPA) = 3g/d LHDL
1994 de 30 a 54 afios Placebo: 3
Aceite de oliva
6 meses
Carvajal et 45 mexicanos 3g salmén: 6 Normolibidémicos:
al.(156) Experimental (23 mujeres y cépsulas/d durante 4 HDL-(E 1 7.9% '
1997 22 hombres semanas SR
Aceite de pescado: Aceite de pescado:
146 hombres y | "5 3 "epa + 1.8G 1 HDL-c
Bgnaa KH et . mujeres sanos
Experimental o DHA
al.(155) . de 34 a 60 afos . . . -
aleatorio Aceite de maiz: 3.4g Aceite de maiz:
1992 en Noruega linolei HDL
(Tromsg) inoleico 1 -C
' 10 semanas 1 Apo A-l
Experimental Aceite de pescado: Respuesta dosis
Blonk et al aleatorizado, 45 hombres 300mgEPA+200mgD dependiente de:
(160) ' controlado sanos de 3316 HA+1mg vit E 1 HDL2
1990 en el efecto afios de JHDL3
dosis Amsterdam 0,3,6 y 12 capsulas JTGL
respuesta durante 12 semanas
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II.  ANEXO Metodologia previa
Datos clinicos

Se elaboré una historia clinica con el fin de obtener un panorama general del estado de salud
de cada sujeto de estudio. Los datos que se recolectaron son: datos demogréficos,
antecedentes patologicos familiares y personales, informacién sobre consumo de
medicamentos, presencia de alergias, aspectos ginecoldgicos (en el caso de las mujeres) y

algunas preguntas sobre estilo de vida (habitos de alcoholismo y tabaquismo).
Datos Antropométricos

La evaluacién antropométrica se determind mediante técnicas previamente estandarizadas para

reducir la variabilidad intra e intersujeto; estas medidas fueron realizadas en estado de ayuno:
Peso: se utilizé el analizador de compaosicion corporal InBody720®.

Talla: se determiné utilizando un estadimetro convencional tomando en cuenta el plano de

Frankfort para una correcta medicion.
Circunferencia de cintura:
Recoleccion de los datos dietéticos

Se utilizé el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos elaborado y avalado por el
Instituto Nacional de Salud Publica (SNUT), ésta herramienta permite adquirir datos cualitativos

y semicuantitativos de la dieta habitual de cada sujeto del estudio (249).
Muestra sanguinea

Se tomaron muestras sanguineas (~5ml) en condiciones de ayuno (8 horas) al inicio y al final
de la suplementacion. Las muestras fueron recolectadas en tubos con anticoagulante EDTA y
posteriormente fueron sometidas a centrifugacion para obtener componentes de interés

(plasma, buffy coat, células mononucleares).
Datos bioquimicos

Los parametros determinados a partir de plasma sanguineo en ayunas son: glucosa, insulina,
triglicéridos, colesterol total, LDL-C, HDL.C, HbAlc. Estos andlisis se realizaron mediante

métodos enzimaticos estandarizados en un laboratorio independiente.
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Intervencién

El producto utilizado para realizar la intervencion fue Triple Strength Fish Oil, GNC Preventive
Nutrition®. La capsula contiene 647 mg de EPA y 253 mg de DHA.

La forma de consumo fue oral y la dosis fue de 1941mg EPA y 759mg DHA. La indicacion de
consumo fue de 3 cépsulas por dia durante 6 semanas, junto con alimentos; de preferencia

durante el desayuno.
Extraccién de ADN

El ADN fue extraido a partir de la capa leucoplaquetaria (buffy-coat) obtenida de
aproximadamente 5 ml de sangre total, utilizando el QlAamp DNA blood mini kit® de QIAGEN.
Durante este procedimiento el ADN se une de manera especifica a una membrana de silica-gel
mientras que los contaminantes pasan a través de ella. Inhibidores de PCR, como cationes

divalentes y proteinas son removidos a partir de lavados con buffers (QIAGEN 2013).

Una vez obtenido el ADN, fue eluido en agua libre de nucleasas.
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. ANEXO Fundamento y protocolo de medicion de acidos nucleicos

Las bases puricas y pirimidicas del ADN tienen la propiedad de absorber la luz UV a la longitud
de onda de 260nm.

Las fuentes comunes de contaminantes asociados a las técnicas especificas de aislamiento de

acidos nucleicos incluyen; proteinas, fenoles, carbohidratos. Para obtener el tipo y grado de

impurezas se utilizan dos razones:

260/280: con esta razén se estima el grado de impurezas de origen proteico ya que la
longitud de onda méaxima de absorcidn de proteinas es a 280nm. Un valor de 1.8 es
considerado como puro.

260/230: nos ayuda a evaluar el nivel de sales que tiene el DNA purificado. Los hidratos
de carbono, fenoles, EDTA, compuestos aromaticos tienen una longitud de onda
maxima de absorcion a 230nm; entre menor sea la razén sera mayor la cantidad de

sales presentes, el rango debera ser de 1.8-2.2 (250, 251).

Procedimiento de medicion de acidos nucleicos en el Nanodrop de acuerdo al manual de

usuario(252):

1.

4.

Se limpié el nanodrop con 2ul de agua de grado molecular (Accugene) con una
micropipeta y se limpié con una toallita industrial (Kimwipe). Una vez limpio el nanodrop
se abri6 el software asociado (ND-1000 3.3.0) y se seleccioné el tipo de muestra a
cuantificar (acidos nucleicos).

Posteriormente se volvié a colocar agua de grado molecular (Accugene) y se blanqueé,
una vez blanqueado se limpié el nanodrop.

Se coloco el ID correspondiente a la muestra, se depositd 1ul de muestra en el pedestal
inferior empleando una micropipeta, se cerrd el pedestal superior y se inicio la medida
espectral empleando el software asociado al equipo (ND-1000 3.3.0). Se limpi6 la
muestra con una toallita industrial (Kimwipe).

Al finalizar la medicion se limpié el nanodrop con 2ul de agua de grado molecular

(Accugene) y se guardaron las mediciones realizadas.

104



IV.  ANEXO. Fundamento sondas TAQMAN
Las sondas que se utilizaron para realizar discriminacion alélica son Tagman (Applied
Biosystems) el cual se basan en el método FRET; transferencia de energia fluorescente
mediante la resonancia entre dos moléculas. Estas moléculas son 2 tipos de fluorocromos
unidos al extremo 5" (VIC ® de la sonda del alelo 1 y FAM™ unido al extremo del alelo 2), el
cual uno actia como donador y el otro fluorocromo como aceptor y un quencher o silenciador
unido al extremo 3". El principio se basa en que una molécula de alta energia (fluorocromo)
cerca a otra de baja energia (quencher) promueve una transferencia energética sin emision de
fluorescencia. Una vez que se separan estas moléculas se emite la fluorescencia, que es

captada el lector del equipo mediante luz laser.

Durante la fase de extension de la reaccion de PCR la DNA polimerasa rompe la sonda hibridada
con el DNA molde, separando el fluorocromo del quencher y detectandose emision de
fluorescencia de la(s) sonda(s) que hibridaron; el cual, dependiendo de la fluorescencia que

genera la amplificacion de PCR indica qué alelos hay en la muestra. (253)

141. McGuigan FE, Ralston SH. Single nucleotide polymorphism detection: allelic

discrimination using TagMan. Psychiatric genetics. 2002;12(3):133-6.

PROTOCOLO TIEMPO REAL

Para llevar a cabo la PCR tiempo real se sigui6 el protocolo establecido del INMEGEN(254) que

se menciona a continuacion;

1. Se descongelaron los reactivos a temperatura ambiente; cubrieron con aluminio los
reactivos que contengan fluorocromos (sondas Tagman) y se mantuvieron todos los
reactivos en hielo. Durante este lapso rotular adecuadamente la placa de 96 pozos.

2. Se prepar6 la mezcla de reacciéon tomando en consideracion la concentracién de la
sonda (40x), numero de muestras y réplicas, con roles enddégenos, controles negativos
y positivos. Para una placa de 96 pozos se utilizaron los siguientes reactivos: Universal
PCR Master Mix; 225.0uL, sonda (40x): 5.5uL y H20 grado Biol Mol 295uL.
Se mezclaron los reactivos 4 veces por pipeteo y se dio un pulso en la picofuga.
Se alicuot6 61 uL de la mezcla de reaccién en tubos para PCR de 8 tiras y se dispensoé
5 uL de la mezcla de reaccion con una pipeta multicanal a cada hilera de la placa de
PCR.

5. Se dispenso 14l de muestra a una concentracién de 15ng/ul a cada pozo de la placa,

posteriormente se adicion6 la mezcla de reaccién y se mezclé por pipeteo.
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6. Se sellé la placa con una cubierta 6ptica, se eliminaron las burbujas en caso de que
existieron y se centrifugo la placa.

7. Finalmente, la placa se cubrié con aluminio y se entreg6 al personal calificado de la
Unidad de Alta Tecnologia del INMEGEN para programar el equipo QuantStudio Flex

System de Applied Biosystem. Los ciclos de PCR quedaron de la siguiente manera:

Pre-Read Stage PCR. Stage Post-Read Stage
Mumber of Cycles: |40 =
Enable AutoDelta

Starting Cycle: |1 =

400 "C__ 95.0 °C
T T

S0 °C |

25 "C_

8. Los resultados se observaron en el software QuantStudio TM Real-Time PCR
Software v1.3.

142. México INdMG. MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LA UNIDAD DE
SECUENCIACION E IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS. 2008:38.
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V. ANEXO. Perfil de acidos grasos eritrocitarios y plasmaticos al inicio y termino

de la suplementacion por sexo

Mujeres n=121 Hombres n=70
.Inicial : Final p d .Inicial : Final p d .
MedianatRango | MedianatRango MedianatRango | MedianatRango Pi] P [f]
Saturados

Miristico [e] 0.25+0.37 0.25+0.68 0.12¢ 0.03 0.24+0.26 0.22+0.24 0.051 | ®0.23 | 0.007** | <0.001**
Palmitico [e] 20.9+4.4 21+4.7 0.031%*! 0.13 20.8+£2.95 21.+2.8 0.16 0.14 0.14* 0.17¢
Estearico [e] 16.2+11.3 16.3+11.4 <0.001** | 0.08 16.619.7 16.849.8 <0.001* | 0.05 |0.025*'| 0.058*
TOTAL 37.4+10.8 37.8110.2 37.60+9.54 37.819.8
Miristico [p] 0.9+2.2 0.84+2.2 0.45% 0.12 0.85+2.15 0.82+1.6 0.21 0.16 0.51¢ 0.36*
Palmitico [p] 21.1422.2 21.3+24.7 0.65* 0.05 21.3+27.8 21+16.1 0.54 0.08 0.87* 0.80*
Estearico [p] 6.1+3.5 6.2+4.5 0.074* 0.14 5.86+4.52 6.03+4.7 0.18 0.12 | 0.069* 0.28*
TOTAL 27.96+21.2 28.5+23.1 27.61+30.48 27.8+15.9

Monoinsaturados
Palmitoléico [e] 0.2+0.7 0.2+0.6 <0.001** | ®0.42 0.210.4 0.2+0.4 <0.001* | ©0.52 | 0.02** | 0.062*
Oléico [e] 14.3+5.2 13.945.6 <0.001** | ®0.37 14.2+4.3 13.9044.1 <0.001* | ®0.37| 0.55* 0.75%
TOTAL 14.615.4 14.1+5.9 14.314.1 14.11+4.1
Palmitoléico [p] 1.9+4.9 1.74¢5.1 0.004*! 0.15 1.7+2.6 1.5+2.4 0.027* | ®0.3 | 0.086* 0.073*
Oléico [p] 22.9+13.8 21.9+14.1 <0.001** | ®0.49 23.6+10.9 22.2+12.6 <0.001* | ©0.63 | 0.018**| 0.15*
TOTAL 24.9+15.3 23.6+15.3 25.5+11.9 23.95+14.

Poliinsaturados Q6
Linoléico [e] 12.448.1 11.2+6 <0.001*! | 0.91 12.846.1 11.6%7.3 <0.001* | ©0.67 | 0.58* 0.027*!
y-linolénico [e] 0.06+0.12 0.04£0.25 <0.001** | ®0.28 0.06+0.43 0.05£0.23 <0.001* | ®0.3 | 0.53* 0.28*
Eicosadienoico [e] 0.31+0.45 0.29+0.2 <0.001*! | ®0.39 0.33+0.22 0.29+0.22 <0.001* | ®0.41| 0.82* 0.891
DGLA [e] 1.9+1.9 1.6+1.7 <0.001*! | ¢0.84 2.0+1.8 1.7+¢1.3 <0.001* | ©0.77 | 0.38* 0.043*!
Araquiddnico [e] 16.616.6 15.3+6.4 <0.001*! | ©0.95 16.415.6 15.415.6 <0.001* | ¢0.83 | 0.88* 0.61*
TOTAL 31.849.9 28.619.4 32+9.2 29.5+10.7
Linoléico [p] 35.3+23.4 33.5+19.6 <0.001*! | ®0.42 35.3+18.3 34.8+15.4 0.041* | ®0.23| 0.79¢ 0.082*
y-linolénico [p] 0.410.8 0.34+0.7 <0.001*! | ©0.66 0.41+0.79 0.3410.50 <0.001* [ ©0.54 | 0.93* 0.39*
Eicosadienoico [p] 0.240.6 0.21+0.32 <0.001** | 30.44 0.24+0.45 0.21+0.37 <0.001* | ®0.4 | 0.83* 0.92%
DGLA [p] 1.5+3.7 1.11+2 <0.001*! | @1.01 1.4+£2.04 1.2+2.1 <0.001* | ©0.76 | 0.084* 0.29*
Araquiddnico [p] 6.7110.9 6.18+10.8 <0.001*! | ®0.29 6.4111.9 5.9547.5 0.081 | ®0.23| 0.59* 0.74*
TOTAL 44.,6122.2 41.38+22.02 44.6124.2 42.9+18.2

Poliinsaturados Q3
a-linolénico [e] 0.15+0.27 0.1310.27 0.001*! | ®0.33 0.14+0.14 0.1310.15 0.031* | ®0.25 | 0.006*! | 0.023*!
EPA [e] 0.40+2.8 2.11+3.2 <0.001*! | @3.22 0.38%1.7 1.7£2.7 <0.001* | @3.04 0.11' |<0.001**
DHA [e] 4.5+5.7 5.65+5.1 <0.001*! | e1.21 4+7 5.1%5.1 <0.001* | @1.07 | 0.004** | <0.001**
TOTAL 4.918.1 7.90+6.7 4.4+7.0 6.8+5.8
a-linolénico [p] 0.66+1. 0.69+1.4 0.33 0.1 0.67+1.02 0.7¢1.2 0.46 0.14 0.89* 0.69*
EPA [p] 0.3815.6 2.9+10.3 <0.001*! | @1.78 0.32+2.9 2+6.9 <0.001* | @1.82 | 0.31* | 0.023**
DHA [p] 1.645.1 2.616.2 <0.001*! | @1.22 1.3+4 2.243.7 <0.001* | @1.25 | 0.03** | 0.002**
TOTAL 2.7+11.1 6.3t16 2.3+6.5 5.18.4

Abreviaturas: [e] eritrocitos, [f]: final, [i]: inicial, [p]: plasma, DGLA: Dihomo-y-linolénico
Prueba no paramétrica para muestras pareadas: Wilcoxon
Interpretacion del tamafio del efecto (d) segiin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, © mediano 0.5-0.79 y e grande >0.8
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VI.  ANEXO. Asociacién de parametros bioquimicos y antropométricos con los
fenotipos: concentraciones de HDL-C, actividades enziméaticas estimadas
en eritrocitos y plasma (DA5, DAA5, DA6, DAA6) e indices (Q3-HS,
ARA/EPA, Q6/Q3). Modelos Lineales Generales (MLG).

Tabla 1. Parametros bioquimicos y antropométricos asociados con las concentraciones
finales de HDL-C. Modelo Lineal General (MLG)**.

Parametro B P d Potencia observada®
HDL-C [i] (mg/dL) 0.71 <0.001* ©1.95 1.00
Triglicéridos (mg/dL) -0.03 0.015* ®0.36 0.68
DAA 6 [e] -6.54 0.030* ®0.33 0.59

R? ajustada = 0.586

MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacion (A indice Q3-HS) y
concentraciones iniciales de HDL-C.

*Valor de p<0.05 a dos colas

bSe ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequeiio 0.2-0.49 y @ grande >0.8

Tabla 2. Asociaciébn de parametros bioquimicos y antropométricos con la actividad
enzimatica estimada DAS eritrocitaria al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General
(MLG)**.

Parametro B P d Potencia observada®
A indice Q3-HS 0.016 <0.001* e 0.95 1.000
IMC -0.003 0.029* ®0.33 0.592
DAS [i] 0.044 <0.001* ® 458 1.000

R? ajustada = 0.85

** MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacién (A indice Q3-HS) y actividad
enzimatica inicial

*Valor de p<0.05 a dos colas

bSe ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, egrande >0.8

Tabla 3. Asociaciéon de parametros bioquimicos y antropométricos con la actividad
enzimatica estimada DA5 plasmatica al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General
(MLG)**.

Parametro B P d Potencia observada®
DAS5 [i] 0.55 <0.001* 0114 1.00
HbAlc -0.59 0.055 ®0.29 0.48
DA6 -162.01 <0.001* ©0.79 1.00
indice Q3-HS 0.24 <0.001* ©0.74 1.00

R? ajustada = 0.428

** MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacion (A indice Q3-HS) y actividad
enzimatica inicial

*Valor de p<0.05 a dos colas

®Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segun Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, ©Omediano 0.5-
0.8 y egrande >0.8
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Tabla 4. Asociaciéon de parametros bioquimicos y antropométricos con la actividad
enzimatica estimada DAAS eritrocitaria al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal
General (MLG)**

Pardmetro B P d Potencia observada®
A indice Q3-HS 4.24 <0.001* ®2.15 1.00
DA A5 [i] 1.37 <0.001* e 1.09 1.00
Triglicéridos (mg/dL) -0.01 0.009* ®0.39 0.75
DA A6 4.77 0.002* @ 0.45 0.86

R? ajustada = 0.621

** MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacion (A indice Q3-HS) y actividad
enzimatica inicial

*Valor de P<0.05 a dos colas

®Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamario del efecto (d) segiin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, egrande >0.8

Tabla 5. Asociaciébn de parametros bioquimicos y antropométricos con la actividad
enzimatica estimada DAAS plasmatica al finalizar la suplementaciéon. Modelo Lineal General
(MLG)**

Parametro B P d Potencia observada®
A indice Q3-HS 0.134 0.002* ®0.46 0.88
DAAS [i] 0.079 0.104 @0.24 0.37
Triglicéridos (mg/dL) -0.003 0.001* © 0.52 0.94

R? ajustada =0.131

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacién (A indice Q3-HS), actividad
enzimatica estimada inicial DA5; la variable dependiente (DAA5) se convirtio a raiz cuadrada.
*Valor de P<0.05 a dos colas

bSe ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, ©mediano 0.5-

0.8

Tabla 6. Asociaciébn de parametros bioquimicos y antropométricos con la actividad
enzimatica estimada DAG eritrocitaria al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General

(MLG)**

Parametro B p d Potencia observada®
A indice Q3-HS -0.019 0.146 ®0.21 0.31
Edad (afios) 0.004 0.115 ®0.23 0.35
DA6(i] 23.176 <0.001* ©0.66 0.99

R? ajustada =0.115

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacién (A indice Q3-HS), actividad
enzimatica estimada inicial DAG6; la variable dependiente (DA6) se convirtié a logaritmo base 10
*Valor de p<0.05 a dos colas

bSe ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segun Cohen: ®pequeiio 0.2-0.49, ©Omediano 0.5-0.8
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Tabla 7.

Asociaciéon de parametros bioquimicos y antropométricos con la actividad

enzimatica estimada DA6 plasmatica al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General

(MLG)**
Parametro B P d Potencia observada®
A indice Q3-HS -0.002 0.008* ®0.39 0.76
IMC 0.001 0.070 ®0.27 0.44
DA6[i] 1.770 <0.001* °122 1.00
DA5 -0.002 <0.001* ©0.58 0.97

R? ajustada = 0.352

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacién (A indice Q3-HS),
actividad enzimatica estimada inicial DA6[i] y parametros finales: DA5; la variable

dependiente (DA6) se convirtio a raiz cuadrada: VD6
*Valor de P<0.05 a dos colas

bSe ha calculado utilizando alfa = 0.05
Interpretacion del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, ©mediano

0.5-0.8 y egrande >0.8

Tabla 8.

Asociacion de parametros bioquimicos y antropométricos con la actividad

enzimatica estimada DAAG6 eritrocitaria al finalizar la suplementaciéon. Modelo Lineal

General (MLG)**

Parametro B P d Potencia observada®
IMC 0.002 0.054 ®0.29 0.49
DAA6Ji] 0.231 <0.001* 1.00
Glucosa (mg/dL) -0.001 0.060 ®0.28 0.47
DAAS 0.002 0.002* @ 0.46 0.87

R? ajustada = 0.587

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacidn (A indice Q3-HS), actividad
enzimatica estimada inicial DAAG [i]; la variable dependiente (DAA6) se convirtid a logaritmo

base 10

*Valor de p<0.05 a dos colas
bSe ha calculado utilizando alfa = 0.05
Interpretacion del tamafio del efecto (d) segun Cohen: ®pequefio 0.2-0.49

Tabla.9 Asociacion de parametros bioquimicos y antropométricos con la actividad
enzimatica estimada DAAG6 plasmatica al finalizar la suplementacién. Modelo Lineal General

(MLG)**
Parametro B P d Potencia observada®
A indice Q3-HS -0.007 0.017* ®0.36 0.67
DAAG(i] 0.683 <0.001* e 1.69 1.00
DAAS 0.007 <0.001* e 0.97 1.00

R? ajustada = 0.523

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, apego a la suplementacién (A indice Q3-HS),
actividad enzimatica estimada inicial DAA6[i]; la variable dependiente (DAAG) se
convirtid a raiz cuadrada
*Valor de P<0.05 a dos colas
bSe ha calculado utilizando alfa = 0.05
Interpretacion del tamafio del efecto (d) segun Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, egrande

>0.8




Tabla 10. Asociacién de parametros bioquimicos y antropométricos con el indice Q3-HS

eritrocitario al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**

Parametro B P d Potencia observada®
Femenino 0.770 <0.001* ©0.75 1.00
Edad (afios) 0.021 0.076 ®0.26 0.43
IMC 0.071 0.014* ®0.36 0.69
indice Q3-HS [i] 0.516 <0.001* ®1.29 1.00
Triglicéridos (mg/dL) -0.006 <0.001* ©0.65 0.99
HDL-C (mg/dL) -0.019 0.004* ®0.43 0.82

R? ajustada = 0.433

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial (indice Q3-HS[i])

*Valor de P<0.05 a dos colas

®Se ha calculado utilizando alfa = 0.05
Interpretacion del tamafio del efecto (d) segin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, ©Omediano 0.5-0.8 y

egrande >0.8

Tabla 11. Asociacién de parametros bioquimicos y antropométricos con el indice Q3-HS

plasmatico al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**

Parametro B p d Potencia observada®
Femenino 0.151 0.035* ®0.31 0.56
indice Q3-HS [i] 0.160 <0.001* ©0.80 1.00
Triglicéridos (mg/dL) -0.002 0.001* © 0.50 0.92
LDL-C (mg/dL) 0.003 0.014* ®0.37 0.70

RZajustada = 0.203

*¥***¥MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial (indice Q3-HS[i]; la variable dependiente se

convirtio a raiz cuadrada
*Valor de P<0.05 a dos colas

bSe ha calculado utilizando alfa = 0.05
Interpretacion del tamafio del efecto (d) segun Cohen: ®pequerio 0.2-0.49, ©mediano 0.5-0.8

Tabla 12. Asociacion de parametros bioquimicos y antropométricos con el indice ARA/EPA

eritrocitario al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**

Parametro B p d Potencia observada®
Femenino 0.029 <0.001* © 0.66 0.99
Triglicéridos (mg/dL) -0.0002 <0.001* ©0.61 0.98
LDL-C (mg/dL) 0.0002 0.081 ®0.26 0.42
HDL-C (mg/dL) -0.001 0.037* ®0.31 0.55

R? ajustada =0.16

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial (indice ARA/EPA[i]). La variable dependiente

se convirtio a inversa:

1
(ARA/EPA)
*Valor de P<0.05 a dos colas
bSe ha calculado utilizando alfa = 0.05
Interpretacion del tamafio del efecto (d) segun Cohen: ®pequefio 0.2-0.49, ©Omediano 0.5-0.8
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Tabla 13. Asociacion de pardmetros bioquimicos y antropométricos con el indice ARA/EPA
plasmaético al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**

Parametro B P d Potencia observada®
Femenino 0.079 0.008* ®0.39 0.76
IMC 0.013 0.027* ®0.33 0.60
Triglicéridos (mg/dL) -0.001 0.039* ®0.31 0.54

R? ajustada = 0.053

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial (ARA/EPA [i]); la variable dependiente
(ARA/EPA) se convirtid a inversa y se saco raiz cuadrada: ﬁ

*Valor de P<0.05 a dos colas

®Se ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamario del efecto (d) segin Cohen: ®pequefio 0.2-0.49

Tabla 14. Asociacion de parametros bioquimicos y antropométricos con el indice Q6/Q3
eritrocitario al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**

Parametro B P d Potencia observada®
Femenino 0.031 <0.001* ©0.72 1.00
IMC 0.003 0.037* ®0.31 0.55
indice 03/0Q6 [i] -0.016 <0.001* ®1.19 1.00
Triglicéridos (mg/dL) -0.0002 <0.001* © 0.60 0.98
HDL-C (mg/dL) -0.001 0.009* ®0.39 0.75

R? ajustada = 0.394

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial (Q6/Q3 [i]); la variable dependiente
(Q6/Q3) se convirtio a inversa: %

a3

*Valor de P<0.05 a dos colas

bSe ha calculado utilizando alfa = 0.05

Interpretacion del tamafio del efecto (d) segun Cohen: ®pequeiio 0.2-0.49

Tabla 15. Asociacion de parametros bioquimicos y antropométricos con el indice Q6/Q3
plasmaético al finalizar la suplementacion. Modelo Lineal General (MLG)**

Parametro B P d Potencia observada®
Femenino 0.029 0.007* ®0.40 0.77

indice Q6/Q3i] -0.005 <0.001* ¢0.87 1.00

LDL-C (mg/dL) 0.0004 0.037%* ®0.31 0.55

R? ajustada =0.179

**MLG ajustado por sexo, edad, IMC, indice inicial (Q6/Q3 [i]); la variable dependiente (Q6/Q3)

se convirtid a inversa y se saco raiz cuadrada:

1
/06703

*Valor de P<0.05 a dos colas
bSe ha calculado utilizando alfa = 0.05
Interpretacion del tamafio del efecto (d) segun Cohen: ®pequeiio 0.2-0.49
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