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) Frutas enteras y expresion génica inflamatoria: Un estudio piloto in vivo en humanos

RESUMEN

Introduccion: Indagar acerca del efecto del consumo de frutas enteras sobre la expresién de
ARNm de algunos genes inflamatorios en muestras de sangre periférica de j6venes universitarios
colombianos.

Material y Métodos: Previo a la intervencién se aplicaron cuestionarios para explorar sobre al-
gunos factores del estilo de vida. En el dia 1, todos los voluntarios consumieron una comida de
prueba. En los dias 2 a 14, los individuos del grupo “control” continuaron con su alimentacién
habitual mientras que los del grupo “tratamiento” consumieron una porcién diaria de frutas
enteras. Durante la intervencién se recolectaron muestras de sangre para determinar los niveles
séricos de glucosa, colesterol y triglicéridos, asi como para establecer la expresién de ARNm de
los genes inflamatorios TNFR, IL1R, IL6R, TLR2, TLR4 y RELA a través de la técnica de gPCR.

Resultados: La expresién de ARNm del gen RELA vari6 segun el nivel de estrés autorreportado por
los voluntarios. En los individuos del grupo tratamiento se observé una reduccion en la expresién
de ARNm de los genes RELA e IL6R junto con un incremento en los niveles séricos de colesterol
HDL.

Conclusiones: El consumo de frutas enteras parecer ser un factor relevante en la modulacién de
la expresién de ARNm de los genes RELA e IL6R asi como en la regulacién de los niveles séricos de
colesterol HDL. Adicionalmente, el estrés parece ser otro elemento clave en la modulacién de la
expresion de ARNm del gen RELA.
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) Whole fruits and inflammatory gene expression: in vivo pilot study in humans

ABSTRACT

Introduction: Inquire about the effect of whole fruits intake on the mRNA expression of
inflammatory genes in peripheral blood samples of Colombian university students.

Material and Methods: Prior to the intervention questionnaires were applied to explore some
lifestyle factors. On day 1, all volunteers consumed a test meal. On days 2 to 14, individuals in the
“control” group continued with their usual diet while the participants in the “treatment” group
consumed a daily portion of whole fruits. During the intervention blood samples were collected
to determine serum levels of glucose, cholesterol and triglycerides, as well as establishing the
mRNA expression of the inflammatory genes TNFR, IL1R, IL6R, TLRZ, TLR4 and RELA through the
gPCR technique.

Results: The mRNA expression of the RELA gene varies according to the level of stress self-
reported by the volunteers. In individuals of the treatment group, mRNA expression of the RELA
and IL6R genes is reduced while serum levels of HDL cholesterol are increased.

Conclusions: The intake of whole fruits seems to be a relevant factor in the modulation of mRNA
expression of RELA and IL6R genes as well as in the regulation of serum levels of HDL cholesterol.
In addition, stress seems to be another key element in the modulation of MRNA expression of

the RELA gene.
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‘ INTRODUCCION

Las enfermedades crénicas no transmisibles son la causa
mds importante de muerte a nivel mundial®. En este contex-
to, las medidas tendientes a favorecer la adopcion de estilos
de vida saludable, asi como aquellas vinculadas con el me-
joramiento en la prestacién de los servicios de salud, han
mostrado ser determinantes para la reduccién del impacto
de estas patologias’2

En los Gltimos afios un subtipo de proceso inflamatorio cré-
nico, sistémico y no resolutivo ha sido sugerido como uno
de los posibles mecanismos biol6gicos involucrados en la
etiologia de las enfermedades crénicas no transmisibles®“.
El exceso de peso, las dietas inadecuadas, el sedentarismo,

el estrés psicosocial, la privacién del suefio, los contaminan-
tes del medio ambiente, etc., han sido reportados como los
principales factores desencadenantes de este proceso biold-
gico particular®*.

En lo que respecta a la dieta, la promocién del consumo
de frutas y verduras ha sido considerada como una de las
estrategias en salud publica fundamentales para evitar la
aparicion de las enfermedades crénicas no transmisibles?,
aspecto que esta sustentado en las caracteristicas nutricio-
nales de este grupo de alimentos tales como su bajo conte-
nido calérico y su importante aporte de agua, fibra, vitami-
nas, minerales y compuestos bioactivos®®,

Si bien diversas disciplinas cientificas han respaldado la
adopcién de esta medida en salud publica por parte de los
individuos, es realmente muy poco lo que se sabe acerca de



Rev Esp Nutr Hum Diet. 2020; 24(1): 4 - 19

Frutas enteras y expresidn génica inflamatoria: Un estudio piloto in viva en humanos

los mecanismos biol6gicos que explican su impacto epide-
miolégico. En este contexto, los aportes de las disciplinas
cientificas fundamentadas en la genética molecular son in-
dispensables y relevantes para desentrafiar muchos de es-
tos aspectos’®.

Teniendo en cuenta lo anterior, este estudio pretendié in-
dagar si la ingesta diaria de frutas enteras, en una cantidad
equivalente a la establecida en la medida en salud publica
relacionada con la promocién del consumo de frutas y ver-
duras (+400g/dia)*?, tiene algin efecto sobre la expresion
de ARNm de un conjunto de genes vinculados con el proceso
de inflamacién crénica en las células mononucleares de san-
gre periférica de un grupo de adultos jévenes sanos.

‘ MATERIAL Y METODOS

Diseiio del estudio y poblacion

La investigacién consistié en un ensayo controlado aleato-
rizado abierto de disefo paralelo. La poblacién de estudio
estuvo constituida por los estudiantes de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia Sede
Bogota.

Muestra

El tamafo de la muestra se establecié de acuerdo con lo
sefnalado en la tabla N2 8 del articulo de Whitehead AL, et al.
(2016), donde se indica la muestra requerida para estudios
piloto considerando aspectos como el poder (P) y el tamafio
de efecto estandarizado (8)°. Con base en ello, la muestra
necesaria para el desarrollo de esta investigacion fue de 15
individuos por grupo de tratamiento (P=90%, 8=0,38), sien-
do el valor de § estimado a partir de los datos reportados en
el estudio de Hermsdorff HH, et al. (2010)%.

Reclutamiento de los sujetos de estudio

Los estudiantes fueron reclutados para el estudio entre ene-
ro y junio de 2016 por medio de una convocatoria electréni-
ca enviada a través del correo masivo de |a Facultad de Me-
dicina de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota.
Los individuos interesados en ser parte de la investigacion
fueron citados en las instalaciones del Instituto de Genética
de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotd, donde
se les dio una explicacién detallada de los objetivos, proce-
dimientos y compromisos requeridos para el estudio, tras
lo cual los mismos firmaron el consentimiento informado
en caso de estar de acuerdo con las condiciones indicadas.

Seleccién de los sujetos de estudios

Los sujetos seleccionados para el estudio fueron aquellos
aparentemente sanos con edades comprendidas entre los
18 y 30 afos. Los individuos con un IMC <18,5 0 230,0; en
condicién de embarazo o lactancia; con antecedentes de en-
fermedades crénicas, intolerancias y/o alergias a alimentos;
sometidos a cirugias mayores; que donaron sangre en un
periodo menor de 6 meses; que reportaron el uso de tabaco,
el consumo excesivo de alcohol, la ingesta de medicamen-
tos antiinflamatorios, el consumo de suplementos nutricio-
nales, |a prdctica actividad fisica intensa o el sequimiento de
cualquier tipo de tratamiento tendiente a la reduccion del
peso corporal fueron excluidos de la investigacion.

Cuestionarios

La informacion sobre algunos aspectos relacionados con el
estado de salud y los estilos de vida de los sujetos de estu-
dio fue obtenida por medio de un cuestionario general y una
frecuencia de consumo de alimentos. El primero fue cons-
truido con base en los cuestionarios de las universidades de
la Florida™ y Nebraska'?, mientras que para el segundo se
consideraron las frecuencias de consumo de alimentos de
la ENSIN 20103 y del estudio de Monsalve-Alvarez IM, et al.
(2011)%, asi como los grupos de alimentos descritos en las
Guias Alimentarias para la Poblacién Colombiana?®.

Medidas antropométricas

Las medidas antropométricas establecidas para esta inves-
tigacién fueron peso, talla y circunferencia de la cintura, las
cuales fueron estimadas por un profesional idéneo en el
drea.

Alimentos y comidas de prueba

Las frutas enteras suministradas en la intervencién (banano,
mandarina, manzana, fresa, naranja, durazno, uva y man-
go) fueron seleccionadas con base en el criterio de “mayor
frecuencia de consumo poblacional”, tomando como fuente
de informacion los datos de un reporte técnico del Ministerio
de Salud y Proteccién Social de Colombia®® y considerando
que dichas frutas no requirieran ningun tipo de manipula-
cién antes de su entrega a los sujetos de estudio.

Las comidas de prueba Ay B consistieron de una combina-
ciéon de 4 frutas enteras distintas (¥400g netos) mientras
que la comida C estuvo constituida por una bebida lactea
(150g) y un derivado de cereal (20g). Los alimentos inclui-
dos en cada comida de prueba, asi como los aportes de
energia y macronutrientes de las mismas, son indicados en
la Tabla 1.
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KI'abla 1. Aporte de energia y macronutrientes de las comidas de prueba. \
: : : P P
_ _ Promedio de 1a o _Aporte nutricional de la porcién®
Comida Alimentos orcién neta . X : .
de prueba | componentes POIEIO) Energia : Proteina : Grasas : Carbohidratos
: suministrada (kcal) (9) (9) (9)
Banano
e 4104 245 3,24 0,50 58,54
e 421 g 207 3,40 1,27 47,66
150 g
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 216 6,27 5’15 35’94
2049

*Para el calculo del aporte nutricional se utilizé la informacién registrada en la Tabla de composicién de alimentos colombianos 2015 (ICBF)
y en la Tabla de composicién de alimentos de Centroamérca 2012 (INCAP).

Asignacion de los tratamientos

Los individuos seleccionados fueron asignados al grupo con-
trol o tratamiento a través de un procedimiento de aleato-
rizacién por bloques, no obstante, fue necesario ajustar la
relacién entre los grupos de 1:1 a 1:3 debido al bajo recluta-
miento y a la alta proporcién de abandonos.

Las comidas de prueba Ay B fueron distribuidas entre los
sujetos del grupo tratamiento por medio de un procedimien-
to de aleatorizacién simple mientras que la comida de prue-
ba C fue asignada de forma conveniente a los individuos del
grupo control.

Intervencion nutricional

La intervencién nutricional fue dividida en 3 momentos den-
tro un periodo de 15 dfas. En el Momento 1 (dia 1), se obtuvo
una muestra de sangre periférica (TO) de todos los partici-
pantes luego de un ayuno de 10-12 horas. Seguidamente,
en el Momento 2 (dia 1), los voluntarios de cada grupo con-
sumieron una comida de prueba: A o B para el grupo trata-
miento y C para el grupo control, tras lo cual se obtuvo una
segunda muestra de sangre periférica (T1) 2 horas después
de la ingesta de dichas comidas.

En el Momento 3 (dias 2-15), se instruy6 a los individuos del
grupo control a mantener su alimentacién habitual. Por otro
lado, se indic6 a los participantes del grupo tratamiento sus-
tituir las frutas enteras de su dieta habitual por la porcién
diaria suministrada por los investigadores, la cual consto
de una combinacién de 3 frutas enteras distintas por dia
(#400g netos), asi como a enviar evidencia diaria de la inges-
ta de dicha porcién a través de fotografias o videos. Por Ul-
timo, en el dia 15 se obtuvo una tercera muestra de sangre
periférica (T2) de todos los voluntarios luego de un ayuno de
10-12 horas.

Muestras bioldgicas

Las muestras de sangre fueron extraidas por venopuncion al
vacio del antebrazo de cada uno de los participantes, activi-
dad que fue realizada por un profesional idéneo en el drea.
De las muestras obtenidas, dos fueron enviadas a un labora-
torio especializado en la ciudad de Bogota para la determi-
nacién de los niveles séricos de glucosa y lipidos.

Las muestras restantes, recolectadas en tubos que conte-
nian el anticoagulante EDTA, fueron inmediatamente proce-
sadas con el reactivo Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) para la
obtenciéon de las células mononucleares, las cuales fueron
almacenadas a -80°C hasta su uso posterior.
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Genes

Los genes inflamatorios analizados fueron seleccionados con
base en la revision de la informacion cientifica disponible. Den-
tro de éstos, se incluyeron genes que codifican para importan-
tes receptores celulares (IL1R, IL6R, TLR2, TLR4 y TNFR) y para una
de las subunidades del factor de transcripciéon nuclear NFkB
(RELA), el cual es un regulador clave del proceso inflamatorio.

Por otro lado, para la estimacién de las tasas de expresion
relativa de los genes inflamatorios se emplearon los genes
de referencia ACTBy ARNr18S, los cuales mostraron un com-
portamiento estable y uniforme independientemente de las
distintas intervenciones aplicadas (dato no mostrado).

Extraccion de ARN total

El reactivo PureLink® RNA Mini Kit (Thermo Fischer Scientific)
fue empleado para extraer el ARN total de las células

mononucleares. Durante el proceso de extraccion se incluyé
un paso de tratamiento con la enzima desoxirribonucleasa
(ADNasa), esto con el fin de eliminar las moléculas de
ADN que pudiesen estar presentes en la muestra. Tras la
extraccion, el ARN total obtenido fue almacenado a -80°C
hasta su uso posterior.

La cantidad y pureza de ARN total fue determinada a través
de los espectrofotémetros NanoDrop 2000 y NanoVue Plus, en
todos los casos la relacion de absorbancia 260/280nm fue
mayor de 1,8.

La integridad del ARN total fue establecida por medio de
la técnica de electroforesis en gel de agarosa (Figura 1). En
sintesis, 10pl de ARN total fueron desnaturalizados con 0,5-
1,0pl de urea &M (55°C x 10 minutos), sometidos a choque
térmico e inmediatamente sembrados en un gel de agarosa
al 1,2%, el cual fue tefiido con el colorante SYBR SAFE, su-
mergido en bufer TBE 1X'y corrido a 55 V x 45 minutos.

KFigura 1. Integridad del ARN total.

Muestras de 10pl de ARN total (+1pg) fueron desnaturalizadas con urea 4M (55°C x 10 minutos), tras cual fueron sometidas a choque
térmico. Inmediatamente, las muestras fueron sembradas en un gel de agarosa al 1,2%, el cual fue tefiido con el colorante SYBR SAFE,
sumergido en bufer TBE 1X 'y corrido a 50 V x 45 minutos.

Las flechas indican las bandas correspondientes a las subunidades 28S y 18S del ARN ribosomal humano.

Las bandas indicadas en el recuadro corresponden a ADN gendmico, cuya presencia pudo ser producto de una insuficiente digestién por
parte de la enzima desoxirribonucleasa (ADNasa) o por contaminacién de la muestra luego de la extraccién de ARN total.

Las bandas ubicadas en el extremo inferior corresponden a productos de PCR de 192pb (izquierda) y 175pb (derecha), respectivamente.
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Transcripcion reversa (RT)

El reactivo High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fischer Scientific) fue utilizado para la obtencion
de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN total. En
resumen, un maximo de 2pg de ARN total fue retrotrans-
crito en un termociclador Bio-Rad T100 bajo las siguientes
condiciones: 1) 25°C x 10 minutos; Il) 37°C x 120 minutos;
1) 85°C x 5 minutos y IV) 4°C x oo, El ADNc obtenido de
esta reacciéon fue almacenado entre -25 y -15°C hasta su
uso posterior.

Cebadores

Se disefiaron cebadores para el ARN de los genes
inflamatorios ILIR, IL6R, TLRZ, TLR4, TNFR y RELA, asi como
para los genes de referencia ACTB y rRNA 18S (Material
Adicional —MA1: http://www.renhyd.org/index.php/renhyd/
article/view/746/568), empleando las herramientas
bioinformdticas Primer-Blast'’y Primer3 Input®®.

Durante el proceso de disefio se aseguré que los cebadores
tuviesen una longitud entre 18 y 25 nucleétidos, un conte-
nido de guanina-citosina entre el 40 y 60%, una tempera-
tura de fusién entre el 55y 65°C y una baja complementa-
riedad. Por otro lado, se procurd que cada par de cebadores
generaran productos de PCR de un tamano <400pb. Por
Gltimo, se garantizé que los cebadores flanquearan las
uniones exén-exén de la secuencia de ARNm, esto con el fin
de incrementar la especificidad y evitar la amplificacién de
secuencias de ADN.

Estandarizacion

Se llevé a cabo un conjunto de ensayos con el fin de
estandarizar la técnica de PCR cuantitativa (qPCR). En
primer lugar, se determindé que una concentracién de
cebadores de 0,5-0,8uM y de ADNc de 2ng/pl eran 6ptimos
para la reaccién (dato no mostrado). En segundo lugar, la
electroforesis en gel de agarosa mostr6 que los distintos
cebadores, excepto los del gen IL1R, generaron los productos
de PCR esperados (dato no mostrado). En tercer lugar,
la curva de fusién evidencié que los distintos cebadores
produjeron picos Unicos y especificos (Material Adicional —
MA2:  http://www.renhyd.org/index.php/renhyd/article/
view/746/568). Finalmente, la curva estandar indicé que
la eficiencia de reaccién de los diferentes cebadores fue la
adecuada (Material Adicional — MA3: http://www.renhyd.
org/index.php/renhyd/article/view/746/568), salvo
por el gen IL1R, ya que en cada caso estd mostrd valores
cercanos al estdndar recomendado de 2 (Material Adicional
— MA1: http://www.renhyd.org/index.php/renhyd/article/
view/746/568).

PCR cuantitativa (qPCR)

El ensayo de gqPCR se llevo a cabo utilizando el reactivo
FastStart Essential DNA Green Master (Roche). En sintesis, 18l
de una solucién compuesta por bufer, cebadores y agua li-
bre de nucleasas fue mezclada con 2pl de ADNc en cada
uno de los pozos de la placa de reaccion. Posteriormente, la
placa de reaccién fue cargada en el termociclador LigthCycler
96 (Roche) utilizando la siguiente programacion: I) un ciclo
de pre-incubacién a 95°C x 600 segundos; Il) 40 ciclos con
desnaturalizacion a 95°C x 30 segundos; hibridacién de los
cebadores a 55°C x 30 segundos y extension a 72°C x 45 se-
gundos; lll) un ciclo de fusién (melting) a 95°C x 5 segundos,
55°C x 60 segundos y 98°C x 1 segundo; y IV) un ciclo de
enfriamiento a 40°C x 10 segundos.

En cada una de las placas de reaccién se montaron las
muestras de los individuos voluntarios por triplicado. Adi-
cionalmente, en todas las placas de reaccién se incluyd una
muestra calibradora, la cual fue obtenida de un individuo
sano no relacionado con la investigacion, esto con el fin de
ajustar los datos a las variaciones entre ensayos.

Analisis estadisticos

A partir de los datos del cuestionario de frecuencia de
consumo de alimentos se derivé una puntuacién de ingesta,
con valores comprendidos entre O y 1, para cada uno de
los grupos de alimentos establecidos en dicho instrumento
(Material Adicional — MA4: http://www.renhyd.org/index.
php/renhyd/article/view/746/568).

Los valores del ciclo de cuantificacion (Cq), obtenidos del en-
sayo de gPCR en las muestras biolégicas de los voluntarios
y en la muestra calibradora, fueron utilizados para el calcu-
lo de la tasa de expresion relativa con base en la siguiente
ecuacion'?:

ET(CqT,caI - CqT)

2
(CAry1 a1~ Care) y £(Cq - Cqgy)
\[ERl R1,cal R1 X ERZ R2,cal R2

Donde Ery Eg representan la eficiencia de reaccién del gen
de interés y de los genes de referencia. Cqry Cqr simbolizan
el ciclo de cuantificacion del gen de interés y de los genes de
referencia en la muestra de estudio. Cqrc Y Cgreat indican el
ciclo de cuantificacién del gen de interés y de los genes de
referencia en la muestra calibradora (normalizadora)®®.

Dado que los datos crudos de la tasa de expresion relativa
obtenidos de la ecuacién son nameros adimensionales, fue
necesario realizar una transformacién de estos a valores de
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la escala logaritmica, en este caso en base 2, con el fin de
facilitar su andlisis e interpretacion.

Los andlisis estadisticos fueron realizados en el programa
SPSS versién 22 (IBM), estableciendo un nivel de significacion
de a=0,05y un nivel de confianza del 95% en todos los casos.
La normalidad y la homocedasticidad de las variables fueron
determinadas a través de las pruebas de Shapiro-Wilk y Le-
vene/Mauchly, respectivamente. La comparacién de medias
de las variables entre los grupos fue estimada por medio de
la prueba T de Student o la prueba de ANOVA de un factor.
El contraste de medias de las variables entre los grupos, en
los que se obtuvieron medidas repetidas, fue definido a tra-
vés de la prueba de ANOVA factorial mixto. Finalmente, la
prueba de comparaciones multiples, ajustada por el método
de Bonferroni, fue utilizada en los casos en los que la prueba
de ANOVA indicé diferencias estadisticamente significativas.

Consideraciones éticas

Todos los procedimientos aplicados durante la investigacion
cumplieron con las normas éticas estipuladas en la Decla-
racion de Helsinki y fueron avalados por el comité de ética
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Bogota.

‘ RESULTADOS

Un total de 49 individuos fueron reclutados para el desa-
rrollo de la investigacién, de los cuales el 62% complet6 el
protocolo de estudio (Figura 2). De este ultimo conjunto de
sujetos se destacd una participacién predominante de las
muijeres (76%) respecto de los hombres (24%).

Al comparar algunas caracteristicas basales entre los indivi-
duos de ambos grupos de estudio se observaron similitudes
en términos de la edad, la circunferencia de la cintura, el indice
de masa corporal y la ingesta de los grupos de alimentos mds
representativos de la dieta (Tabla 2).

Respecto de algunos factores del estilo de vida, consideran-
do los sujetos de ambos grupos de estudio como un Unico
conjunto de individuos, no se evidenciaron diferencias esta-
disticamente significativas en la expresion de ARNm de los
genes inflamatorios al contrastar el autorreporte de activi-
dad fisica y calidad del suefio (Tabla 3). En el caso del auto-
rreporte de estrés, se notaron variaciones estadisticamente
significativas en la expresion de ARNm del gen RELA, parti-
cularmente al comparar entre el nivel mas bajo y el nivel
mas alto registrado (Figura 3).

La expresion de ARNm de los genes inflamatorios no mostré
modificaciones estadisticamente significativas luego de la in-
gesta de cada una de las comidas de prueba suministradas,
ademas, no se observo ninguna diferencia estadisticamente
significativa en la expresién de ARNm de estos genes al com-
parar entre dichas comidas (Tabla 4).

Durante el periodo de intervencién de 2 semanas, no se nota-
ron cambios estadisticamente significativos en la expresién
de ARNm de los genes inflamatorios en los individuos del
grupo control ni al contrastar entre los sujetos de ambos
grupos de estudio, no obstante, se evidenci6 que el consumo
de frutas enteras indujo una reduccién estadisticamente sig-
nificativa en la expresion de ARNm de los genes IL6R y RELA
en los individuos del grupo tratamiento (Figura 4).

Finalmente, se observé que durante la intervencion de 2 se-
manas no se presentaron variaciones estadisticamente sig-
nificativas en los niveles séricos de glucosa y lipidos en los
individuos del grupo control ni al comparar entre los sujetos
de ambos grupos de estudio, sin embargo, se noté que la
ingesta de frutas enteras promovié un aumento estadistica-
mente significativo en los niveles séricos de colesterol HDL
en los individuos del grupo tratamiento (Figura 5).

‘ DISCUSION

La inflamacién crénica ha suscitado gran interés cientifico debi-
do a su aparente disociacién causal de los agentes infecciosos,
aspecto caracteristico de la inflamacién cldsica, ya que estd in-
timamente ligada con factores relacionados con |a calidad del
ambiente y los estilos de vida**. Esta marca distintiva es suma-
mente relevante en el contexto de las enfermedades cronicas
no transmisibles dado que la alteracién sistémica y persisten-
te de los mecanismos de inflamacién parece ser un evento
fundamental dentro del desarrollo de estas patologias®*.

En esta investigacion se evalud la posible influencia de la
ingesta de frutas enteras, asi como de otros factores del es-
tilo de vida, sobre la expresién de ARNm de un conjunto de
genes vinculados con el proceso de inflamacién crénica en
las células mononucleares de sangre periférica de un grupo
de adultos jovenes sanos. En sintesis, los hallazgos de este
estudio sugieren que el estrés psicosocial y la ingesta diaria
de frutas enteras podrian tener un rol potencial sobre la re-
gulacion de la expresién de ARNm de los genes RELA e IL6R,
los cuales codifican para dos proteinas inflamatorias esen-
ciales: el factor de transcripcion nuclear NFkB y el receptor
de la proteina pleoitrépica IL6, respectivamente?®2,
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KFigura 2. Seleccién de los individuos participantes en la investigacion.

Sujetos reclutados para la investigacion (n=49)

——» .« Habito de fumar (n=1)

Sujetos incluidos en la fase de intervencion (n=29)

Sujetos excluidos (n=20):

« Incumplimiento de criterio de seleccién de edad
(n=2)

« Alergias a frutas, verduras u otros alimentos no
especificados (n=5)

« Seguimiento de tratamiento para la reduccion del
peso corporal (n=1)

« IMC <18,50230,0 (n=1)

« Ausencia de confirmacién para la participacién en
la fase de intervencion (n=10)

Sujetos asignados al grupo tratamiento (n=22)

l Aleatorizacion simple l

Sujetos asignados Sujetos asignados
a la comida de a la comida de
prueba A (n=10) prueba B (n=12)

Aleatorizacion por bloques

Sujetos asignados al grupo control (n=7)

Sujetos asignados
a la comida de
prueba C (n=7)

/

Los sujetos de estudio fueron reclutados entre enero y junio de 2016. La intervencién tuvo una duracién de 2 semanas, periodo en el cual
los individuos del grupo tratamiento consumieron una porcion diaria de frutas enteras mientras los sujetos del grupo control continuaron
con su alimentacién habitual. Se obtuvieron muestras de sangre periférica de cada uno de los voluntarios de ambos grupos en tres mo-
mentos principales: en el dfa 1 tras un periodo de ayuno de 10-12 horas (T0), en el dia 1 luego de 2 horas del consumo de una comida de
prueba (T1) y en el dia 15 tras un periodo de ayuno de 10-12 horas (T2).

En el caso del estrés, la variacién en la expresion de ARNm
del gen RELA es un resultado muy interesante puesto que
evidencia que un determinante psicosocial es capaz de mo-
dular la funcién inflamatoria. En concordancia con estos
hallazgos, investigaciones previas han reportado que los
individuos sometidos a pruebas de estrés psicosocial mues-
tran una mayor expresién de ARNm de algunos genes infla-
matorios, ademads, exhiben un incremento en la actividad de
unién al ADN del factor de transcripcién nuclear NFkB#2%,

Considerando este fenémeno, es importante que en futuras
exploraciones se indague acerca de las posibles interaccio-
nes entre el estrés y otros elementos involucrados en el pro-
ceso de inflamacién crénica.

Respecto del consumo de frutas enteras, las reducciones
postratamiento en la expresién de ARNm de los genes
RELA e IL6R constituyen un hallazgo sustancial, del cual
no se tiene antecedente conocido, dado que denota una
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KI'abla 2. Caracteristicas basales de los sujetos de estudio.

| o Gupo  Diferencia entre os grupos
ftem Control : Tratamiento

""""""""" M:DE  M%DE DM [IC 95%] o

"""""""""""""""" 23928  242:40  -03[37,30] 084

© 730:81  737:93  -06[87:74] 087

"""""""""" 2022 22¢27  A1[3512 032

 0051%0021 00600028  -0,009[-0,033;0015 = 046

""""""" 0057£0,038 = 003+0032  002[-0007,0052] 013

""""""" 0039+0047 = 0038+0031  0001[-0,030;0,032] 09

00360028 = 0039:0022  -0,004[-0,02;0017] 072

""""""" 0035:0018  0,035+0031  0,000[-0,026;0,026] 1,00

009240068 = 0121+0064 . -0,029[-0,087:0,029] = 0,32

SO S ok : j

La puntuacién de ingesta (Pl) fue calculada a partir de los datos del cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos y representa la
ingesta diaria de cada uno de los grupos de alimentos analizados.

M: Media; DE: Desviacién estandar; DM: Diferencia de medias; IC: Intervalo de confianza; p: Valor de probabilidad para la prueba T de Student.

Control (n=7); Tratamiento (n=22).

~

KI'abla 3. Expresiéon de ARNm de los genes inflamatorios de acuerdo con algunos factores del estilo de vida.

Autorreporte

Gen : i Diferencias

Calidad del
suefio

Actividad
fisica

Los valores representan la tasa de expresion relativa del ARNm de los genes inflamatorios en la muestra bioldgica TO (Dia 1 - Oh).

IL6R: Interleukin 6 receptor; RELA. RELA proto-oncogene, NF-kB subunit; TLR2: Toll-like receptor 2; TLR4: Toll-like receptor 4;
TNFR: TNF receptor superfamily member 1A.

M: Media; DE: Desviacién estandar; DM: Diferencia de medias; IC: Intervalo de confianza; p: Valor de probabilidad para la prueba T de Student.
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(Figura 3. Expresion de ARNm de los genes inflamatorios de acuerdo con el autorreporte de estrés.

IL6R TLR2

YOO [ === o= =
= o 40000 oo @
a ) IR T T a 30000 |- -
8 L0000 |- 2 '
= £ 2,0000 f-----mmmmmmmmmmmeeee e T
B 0,5000 5 4
[ [ N2
c 0,0000 g 10000 |- =
s © CIN3
g -0,5000 g 0,0000 |-~~~ === 2=ed smoe=oocclineosac NG
o (=9
5 -1,0000 51,0000 | - : :
[ ()]
: -1,5000 3 _2/0000 I sl g - -
wn (") J-
R = -3,0000 === =—m oo

RELAS

DO [~ == 0= = B = = Y = = 2 =
= ®
5_ 2,5000 |- == === oo oooooooooooo, Soes e
2 12,0000 - s N - -----
s
@ 0,5000 [---------------- T ————————————————————————————————————————————————————— N2
c
80,0000 - f L e CIN3
8 CINa
ST ) S N e
>
(]
L B g
&
82,5000 [ - - - - -
[

-2,0000

TLR4 TNFR

6,0000 [ === === === mmmemmm oo 715
< so000) . T 20000 f------mmmmmmmemaoo °
a ! . a 1 5000 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
84,0000 [ -=n-mnmmmmem e g
2 2 APBE0 | e e
M 30000 F -« 0 0 m o (1]
g 0000 TIN2 T 0,5000 [--n-szormmmemoenoese oo CIN2
§ 20000 oo CIN3 5 00000 f------- t ffffffffffffffffffffffff TIN3
4 GHBED oo mcom o o NG § 05000 [---roacfoooonnoeninseens e =t
% 0,0000 | - - - i e %'1'0000”” e e
S -1,0000 : g e | 3
o - S | L - -
s 1 (] U [p=oo b rmmsanes | soosceEa BEe= o
W -2,0000 |- B e B ¥ -2,5000 J_: 777777777777777

\_ 30000 -3,0000 hd

Los datos representan la tasa de expresion relativa del mRNA de los genes inflamatorios evaluados en la muestra bioldgica TO (Dia 1 — Oh).
UA: Unidades arbitrarias; N2: Nivel de estrés 2 (n=7); N3: Nivel de estrés 3 (n=14). N4: Nivel de estrés 4 (n=7).

IL6R: Interleukin 6 receptor; TLR2: Toll-like receptor 2; TLR4: Toll-like receptor 4; TNFR: TNF receptor superfamily member 1A;
RELA: RELA proto-oncogene, NF-kB subunit.

§ Prueba de ANOVA de un factor (p=0,037); ® Prueba de comparaciones miiltiples (DM, . =1,173; 1C95% [0,078; 2,268]; p=0,033).
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KFigura 4. Expresién de ARNm de los genes inflamatorios luego de la intervencion de 2 semanas.
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Los datos representan la tasa de expresion relativa del mRNA de los genes inflamatorios evaluados en las muestras bioldgicas TO (Dia 1 —Oh) y T2 (Dia 15— 0h).

UA: Unidades arbitrarias; IL6R: Interleukin 6 receptor; TLR2: Toll-like receptor 2; TLR4: Toll-like receptor 4;
TNFR: TNF receptor superfamily member 1A; RELA: RELA proto-oncogene, NF-kB subunit.

§ Prueba de ANOVA factorial mixto (p
% Prueba de ANOVA factorial mixto (p,

Factor tiempo
Factor tiempo

=0,020); © Prueba de comparaciones mltiples (DM

=-0,565; 1C95% [-1,039; -0,090]; p = 0,021);

12-T0

=0,015); % Prueba de comparaciones mdltiples (DW:-O,789; IC95% [-1,301; -0,276]; p=0,004).

Control (n=7); Tratamiento (n=22).
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KFigura 5. Niveles séricos de glucosa y lipidos luego de la intervencién de 2 semanas.
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Los datos representan los niveles séricos de glucosa y lipidos en las muestras biolégicas TO (Dia 1 — 0h) y T2 (Dia 15 - Oh).

§ Prueba de ANOVA factorial mixto (p

Factor tiempo

=0,014). ® Prueba de comparaciones miiltiples (DM, ,=3,50; IC95% [1,12; 5,88]; p = 0,005).

Control (n=7). Tratamiento (n=22).
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respuesta activa de los mecanismos de inflamacién ante
una intervencion basada en la adopcién de una medida en
salud publica. Si bien es posible que la disminucién en la
expresion de ARNm de estos genes haya sido secundaria a la
variacion en la produccién de otras moléculas por parte de
genes del huésped o de su microbiota, a la requlacién de los
mecanismos epigenéticos o a algln otro factor desconocido,
es necesario que estudios robustos exploren estos aspectos
y precisen en qué punto del tiempo los cambios persistentes
en la expresion de ARNm de los genes inflamatorios cobran
relevancia a nivel proteico, metabdlico y fisiolégico.

Otras variables examinadas en esta investigacion fueron la
autopercepcion de calidad del suefio y de actividad fisica,
para los cuales no se identificé ningln tipo de interaccion
significativa con la expresion de ARNm de los genes infla-
matorios analizados, no obstante, en estudios previos se ha
indicado que los adultos sometidos a distintos periodos de
restriccién del suefio®?*, asi como aquellos expuestos a dife-
rentes tipos de actividad fisica y/o deportiva?®?, presentan
variaciones notables en la expresion de ARNm de genes re-
lacionados con la funcién inmune e inflamatoria.

El impacto postprandial de la ingesta de comidas de prueba
de distinta naturaleza fue también valorado dentro de esta
investigacién, sin embargo, este ensayo no mostré ningun
tipo de cambio significativo en la expresién de ARNm de los
genes inflamatorios evaluados. Cabe resaltar que el bajo
contenido caldrico de estas comidas, asi como el analisis
de la expresién de ARNm de los genes inflamatorios en un
Unico punto de tiempo, pudo haber condicionado este resul-
tado. Aunque para el caso de las frutas enteras no se tiene
conocimiento de antecedentes similares, estudios previos
han sefialado que la ingesta de alimentos lacteos es capaz
de generar alteraciones postprandiales en el transcriptoma
de sujetos sanos, siendo la respuesta inmune e inflamatoria
uno de los procesos principalmente afectados?®?.

Complementario a los andlisis de expresién de ARNm, en
esta investigacién se evalud el comportamiento sérico de la
glucosa, el colesterol y los triglicéridos, reveldndose un au-
mento significativo en los niveles de colesterol HDL tras la
intervencién con las frutas enteras. Este hallazgo es desta-
cable ya que se ha reportado que bajas concentraciones de
colesterol HDL parecen estar vinculadas con modificaciones
en la expresion de ARNm de algunos genes inflamatorios,
asi como con variaciones en los niveles plasmaticos de im-
portantes marcadores de inflamaciéon®. En este contexto, es
indispensable que en abordajes futuros se explore a profun-
didad sobre los mecanismos que explican las interrelaciones
entre el colesterol HDL y la expresiéon génica inflamatoria
tras estimulos nutricionales.

En esta investigacién se presentd una serie de limitaciones
que es necesario sefialar. En primer lugar, la expresion de
los genes inflamatorios fue evaluada Gnicamente a nivel del
ARNm, esto debido a la naturaleza exploratoria del estudio,
razoén por la cual se desconoce si los efectos observados se
manifestaron también a nivel de las proteinas. Por otro lado,
el reducido ndmero de individuos impidié explorar el papel
de otras variables relevantes tales como edad, sexo, activi-
dad fisica, patrén alimentario, entorno ambiental, etc, asi
como las posibles interacciones de éstas con la ingesta de
frutas enteras. Por otro parte, el bajo nimero de genes con-
siderados no permitié establecer si otros componentes de
la via inflamatoria pudieron ser potencialmente afectados
por la intervencién. Por Ultimo, no se tiene certeza acerca
del grado de efectividad de la estrategia de verificaciéon de
consumo empleada en comparacién con los métodos tradi-
cionalmente utilizados.

‘ CONCLUSIONES

Los hallazgos de este estudio constituyen un primer aporte
al conocimiento genético-molecular de los posibles meca-
nismos biolégicos regulados tras la adopcién de una medida
en salud publica, representado en este caso por la reduccion
en la expresion del ARNm del gen RELA tras la ingesta de
frutas enteras. Por otro lado, se espera que los resultados
de esta investigacién impulsen el desarrollo de estudios en
los que se explore el papel de la dieta, y de los estilos de vida
en general, bajo las condiciones naturales a las que estdn
expuestos los individuos de la poblacién.
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