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RESUMEN

En afios recientes, se ha postulado que la transfefer@antal de microRNAs entre
especies e incluso entre reinos es posible, aunquersesticgado que MIRNAs ingeridos
pueden atravesar la barrera intestinal también exigtmies en dénde no ha sido
posible demostrar dicha transferencia. Debido a que la®sefie bovino contienen
perfiles Unicos de miRNAs homdlogos a humanos y que éstosvamn a métodos de
preparacion basados en calen la presente tesis se detemngi el aumento de la
expresion de los miRNAs en plasma humano es debido anisfdrencia de miRNAs
proveniente de un tiempo de alimentacion con carne dé aesstrategia experimental
consistio en la obtencion del plasma en ayuno dgrupo con dieta omnivora y un
grupo control vegano a los que se les brindé una dieta coa ga&in carne de res
respectivamente y se obtuvo el plasma a las 2, 4 y @shpostprandiales
Posteriormente, se realizo la extraccion de los Rivfales, el perfil de expresion de
mMIiRNAs por Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS) y finadmsmtobtuvo la
cuantificacion relativa de los miRNAs seleccionadodiar@e qPCR. Los resultados del
panel piloto de miRNAs por NGS mostraron que al comparaermepb postprandial del
grupo omnivoro con el grupo vegano se observé incrementadwelc@d la expresion
miR-1 mientras que miR-22 se mostro disminuido 1.29 veces gmiéesariabilidad en
las dos muestras analizadas. La cuantificacion medi@@® en el total de las muestras
no mostro diferencia significativa en los niveles de expndsasales y postprandiales de
los miRNAs 1, 10b, 22 y 92 en el grupo omnivoro comparado corupb gregano
Interesantemente, se encontrdé una disminucién significatidescrita a la fecha de la
expresion basal de miR-192 en el grupo omnivoro comparadel gyopo veganoun
mMiRNA con relevancia en cancer de colon. En conafygiin tiempo de comida con
carne no promueve la transferencia de los miRNAs analizggesar que éstos han sido
detectados en carne de res posterior al proceso de rto&stos resultados abren la
posibilidad para analizar una ingesta con un mayor contenidarde ¢ de muestras sin
la complejidad de una dieta completa, asi como validaalklzgo de la disminucion del

miR-192 debido a su relevancia en cancer de colon.
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ABSTRACT

Recently, the horizontal delivery of microRNAs between gseand kingdoms has been
postulated, although studies have shown that ingested miREADe transferred to
blood, several attempts to replicate these findings halex fa Edible bovine tissues
contain unique profiles of human homologous mMiRNAs thatvigeir heat-based
preparation methods, so the aim of this thesis is determhether the increase of
MiRNAs expression in human plasma is due to miRNAs tearissm a meal with beef.
The general strategy consisted to obtain fasting plasoma subjects in two groups:
omnivore group and vegan group (control), subsequently they giega a meal with
beef and without beef respectively, then the plasma Wtsned at 2, 4 and 6 hours
after meal. Afterwards total RNA extraction was performidiowed by the pilot
MIiRNAs expression profile by Next Generation Sequencing (NG8&)tlaen miIRNAs
relative quantification by qPCR.

The results from pilot miRNAs panel by NGS shown tha #&xpression of miR-
increased 1.24 times after the meal in the omnivore groupamoeh with vegan group,
while the expression of miR-22 decreased 1.29 times, the anah®ivn variability in
the 2 samples. The miRNAs relative quantification by QR all samples for fasting
and postprandial expression levels of miRNAs 1, 10b, 22 y 9Zatditlow meaning
difference between omnivore group and vegan group. IntegistimiR-192 was
downregulated in the omnivore group compared with thenfagtkpression levels in the
vegan group; miR-192 is a microRNA with roles in colorectaicer. In conclusion, a
meal with beef don't promote the analyzed miRNAs trandéspite that the same
miRNAs have been detected in cooked beef. Thus, future stnelexs to analyze a
major intake of meat without the complexity of otheods, a bigger size sample, as well
as validate the downregulation of miR-192 in omnivorous dueeilevance in colon

cancer.
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1. INTRODUCCION

Actualmente, sabemos que la dieta juega un papel impodanteo de los factores
determinantes de salud y enfermedad. Por esta razon, eewgné se ha comenzado a
estudiar la influencia de la dieta sobre la expresiogylaeion de los geneblno de los
mecanismos de regulacion génica mas estudiados en ladaxiuad el que ejercen los
microRNAs (miRNAS).

Los miRNAs son secuencias de RNA de aproximadamente 22 tidotede longitud
los cuales regulan la expresion génica a nivel post-traogmng| y tienen influencia en
procesos tales como: desarrollo, homeostasis, respuestae, metabolismo y procesos
epigenéticos. Se predice que regwdama tercera parte del genoma.

Recientemente, se ha observado que alimentos derivadosad&sply animales
contienen mMiRNAs, ademas algunos reportes han detectaBNAs de plantas
circulando en suero de mamiferos. A pesar de esto, aun no dasulai los MiRNAs
presentes en los alimentos derivados de plantas y animedden ser absorbidos por el
tracto gastrointestinal y ser llevados hasta los tejidasa realizar funciones de
regulacion. Si los miRNAs provenientes de otras espgeieden atravesar la barrera
gastrointestinal, podria revolucionar la comprension de secanismos Yy la
comunicacion entre organismos; asi mismo, resaltar agramélevancia de la dieta en
la regulacion epigenética. Sin embargo, es necesatuias Si la respuesta postprandial
reflejadaen un incremento de los niveles de expresion de los miRNAsegmewe los
alimentos, para asi dar pauta a estudios de los mecanismdes tansferencia
gastrointestinal y la posible funcionalidad en el organiszneptor.

En esta tesis se analizaron los cambios postpranéialles niveles de expresion de los
mMiRNAs y especificamente de lgsiR-1, miR-10b y miR-22 después de una dieta con
carne de res, esto debidoque permanecen aun después de la coccion. Lo anterior
debido a que el consumo de carne forma parte importantedatdacomun en diversas
partes del mundo especificamente en la regiébn Norediéegieo y su ingesta ha sido

asociada como un factor de riesgo potencial para padetetadipatologias.
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2. ANTECEDENTES

2.1 MicroRNAs
En organismos multicelulares, las tres mayores clasesRNAs pequefios no

codificantes (ncRNAs) son microRNAs (miRNAs), RNAs pequefoteriarentes
(siRNAs), y RNAs interactuantes con Piwi (piRNAs), lasales se unen por
complementariedad de bases con su RNA blanco, generalpsateegular de forma
negativa la expresion génica. La caracteristica diginen cada uno de ellos es
principalmente su biogénesis (Finnegan & Pasquinelli, 2013) (Ar&eresnore, 2013).
El primer miRNA denominadbtin-4, fue identificado en 1993 en mutantes en los cuales
se interrumpia la sincronizacion del desarrollo postr&mico en Caenorhabditis
elegans (C. elegang).ee, et al., 1993)lin-4 reprime la expresion din-14, el cual
codifica para una proteina nuclear que debe reducir sus cawenes para el progreso
de su primera etapa larval al segundo estadio (Olsen & Ani®e9s).

Para el afio 2003 mas de 1600 miRNAs habian sido identificaddargas, animales y
virus (Lim, et al., 2003). En mamiferos, se predice que IdBNWs controlan la
actividad de ~50% de los genes codificantes de proteina, emgehomano puede
contener hasta mas de 2,500 miRNAs, de los cuales una gtarepaspecifica para

primates (miRBase, 2014).

2.1.1 Biogénesis de los microRNAs
Muchos organismos multicelulares codifican para docemasientos de genes de

mMIiRNAS, en organismos eucariotas complejos conforman ~1%ete@ma. En células
de mamiferos mas del 70% de miRNAs estan localizados dentwoid&dn, residiendo
mayoritariamente en genes codificantes de proteinarefilb de mMIRNAs estan
localizados en unidades de transcripcion de ncRNA en laamsaporcion de miRNA
exonico/ intronico, pueden generarse, ademas, durantengpditernativo de ciertos
transcritos (Figura 1). Alternativamente, @nelegansaproximadamente el 15% de los
mMiRNAs estan bajo el control del promotor del gen huésdeds® son regulados por

promotores independientes. Muchos de los promotores de loBlAsiRontienen
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caracteristicas tipicas de promotores para la RNA Bddisa I, incluyendo caja TATA
y elementos de inicio (Ha & Kim, 2014).

Es poco comun que multiples miRNAs sean transcritosiocaina sola unidad
transcripcional llamadaiFOXVWHU" (Q HVWD HVWUXFWXWUD JHQYy
considerados como miembros de una familia. Tipicamente,familia de miRNAs
incluye todos aquellos que comparten los nucleétidos 2-7 weregiéon 57,
independientemente de su localizacion en el genoma, kasediencia semilla, la cual
es determinante para el reconocimiento del blanco.

Una extensa mayoria @eiRNAs son transcritos por RNA-Pol I, ya sea como pdete
la transcripcion del gen huésped o como unidades de transoripdépendientes. Los
transcritos primarios son llamados pri-miRNAs, y tienaps y cola de poliA, similar a
otros productos de RNA-Pol ILa regulacion transcripcional de los miRNAs puede
estar mediada por retroalimentacion en donde factoresadsctipcion que regulan
MiRNAs especificos son blanco de estos mismos miRNAs (Finn&gRasquinelli,
2013) (Du & Zamore, 2005).

Aé E = =
B; -(g- EE——

Figura 1. Localizacion genémica de miRNAs (A) Los miRNAs pueden ser localizados en exones o (B)
en intrones de transcritos no codificantes o (C) intergénimo sujetos a splicing (D) Cluster de miRNAs
(E) Mirtrons escindidos de intrones por splicing. Tomado oheéigan & Pasquinelli, 2013)

Para la maduracion de estos pri-miRNAs es necesariomplejo de proteinas llamado
Microprocesador, tal maduracion consta de dos pasos ptegidal primer corte es
llevado a cabo por Drosha, la cual es una proteina de ~160 $®angcuentra altamente

conservada en animales; contiene dos dominios RNasalllD$lRy un dominio de
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union a RNA de doble cadena (dsRBD) que son cruciales paraalsisatDrosha
interactta con su cofactor DGCR8 (DiGeorge syndrome Crikegjion gene 8) en
humanos, también conocida como PashaDewsophila melanogaster y C. elegans.
DGCR8/ Pasha es una proteina de ~120 kDa que contiene dos dsRB&nTam
contiene un dominio WW tentativo, el cual es conogdo interactuar con secuencias
especificas ricas en prolina; aunque no esta determinadte si@minio interactlia con
la region rica en prolina de Drosha. Drosha corta RNAalde cadena (dsRNA) para
crear un precursor de aproximadamente 70 nucle6tidos (preAjiRdbh estructura
VHFXQGDULD GH KRUTXLOOD XQ WWHPW RS BIRWHIOX \H[QWWHH |
nucledtidos en el extremo 3°, la estructura resultastaure motivo sefial para la
exportina-5 (XPO5), ésta exporta el pre-miRNA del nucleataplasma. Considerando
que la afinidad de la XPO5 alrggmiRNA es mas alta que al RNAt (RNA de
transferencia) y que miRNAs son abundantes (50,000 copiasghadrn), XPO5 es
principalmente acarreadora de los pre-miRNAs. Un tallo d&A R >16pb y un
extremo corto protruyente 3°son requerimientos estructuradesfiGativos para la
exportacion del pre-miRNA.

En la via candnica, el pri-miRNA es procesado en dos pasalizados por las enzimas
RNAsaslll principales, sin embargo, algunos pre-miRNAs son productostrdees
muy cortos (mirtrons) como resultado del splicing, sin reqe procesamiento por
Drosha-DGCRS8 (Kim, et al., 2009).

El segundo corte es llevado a cabo por Dicer, los homsldgoDicer son proteinas
multidominio de ~200kDa. Ademas de contener dos dominioD&I) un dsRBD,
Dicer contiene un largo segmento N-terminal que coatien dominio DEAD-BOX
RNA Helicasa, un dominio conservado evolutivamente em&sque usan hidrolisis
de ATP para relajar el duplex RNA; el dominio después @rabmado motivo DEAD
(Asp-Glu-Ala-Asp). Contiene también un dominio DUF283 y domifi8Z, éste
dominio de unidon a RNA esta altamente conservado y se r@rew miembros deda
familias Dicer y Argonauta, que interactian preferenteeneoh el extremo 3" terminal
sobresaliente de los RNA pequefios. Dicer junto a su proteiiaator Loquacious

(Logs) enDrosophila o TRBP (TAR RNA;binding protein) en humanos hace un par de

cortes que definen al mMIRNA maduro, para la correctsiéacDicer requiere al menos
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19 nucledtidos en el tallo del miRNA, al final un RNA duptix ~21 nucledtidos es
liberado (Figuras 2 y 3). Del duplex miRNA/miRNA* una cadenanesrporada al
complejo efector conocido como miRNP (complejo de ribommyteteinas contenientes
de miRNA), mirgonauta o0 miRISC (complejo de silenciandeimducido por RNA),
mientras la otra cadena miRNA* es degradada. La elecciéa dadena recae en la
estabilidad termodinamica local del miRNA/mMIiRNA*, la cadeltande la terminacion
5’es menos estable al aparearse es cargada al RI&ClifEstncia en la termodinamica
es debido a que el miRNA tiende a comenzar con uracilo (R0@5) (Krol, et al.,
2010).

miIRNA gene

Transcnpuorll l Il ol

Pri-miRNA Cap l (Al

I Cmppﬂr\g I l | Drosha DGCRSE

Pre-miRNA
(60-100-nt sterm oo
withh —2-nt 37 erhang)

I Exportin-5 - -RanGTP

[

@

ID-cungl l |D|( =3

miRNA duplex (-22 m)

Nucleus

IVShand selection | l l Dicer RZDZ7 I

Viatuwre mIRNA n meRISC meiRNP
(—22

Figura 2. Biogénesis de miRNAsLos miRNAs son generados de un transcrito primario, el prionte

es llevado por Drosha-DGCRS localizados en nucleo, el prodsgctm pre-miRNA de ~70 nucleétidos
con un extremo 3’pronunciado de dos nucledtidos. Este setaxpediante exportina 5 al citoplasma,
donde Dicer realiza el segundo corte. El diplex es separadaaymente una cadena es seleccionada
como miRNA maduro. Tomado de (Kim, 2005)
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a Pri-miRNA processing by Drosha b Pre-miRNA processing by Dicer

Terminal loop f'g é } RIDb

dsRNA stem
(~22 it \ //\ dSRNA stem
~ \ (-22 ny)

I RIDb PAZ domain? 4\(93 overhang
|
(

3

DGCRB8/Pasha?

a

RllDa |

Figura 3. Posibles mecanismos de accion por Drosha y Dicga) Drosha introduce un corte ~22
nucleétidos del bucle terminal. (b) Dicer escinde ~22 nude®ih partir del extremo 3’del pre-miRNA.
Tomado de (Kim, 2005)

2.1.2 Mecanismos moleculares de los microRNAs
El miRNA cargado en el complejo efector (RISC) se apaosasu RNAmM blanco, para

asi regular estos mensajeros principalmente por mediosienecanismos: 1) degradar
el RNAmy 2) represion de la traduccion. El complejo RISC ademas derer el
miRNA maduro contiene el componente clave que es una prat@agrabro de la
familia Argonauta y otros cofactores. Las proteinas Arg@sa@stan conservadas
evolutivamente y pueden ser subdivididas filogenéticamentias subfamilias Ago y
Piwi. Ago se expresa de manera ubicua y se une a SiRNA&RMNA®Ii para guiar el
silenciamiento post-transcripcional de genes; la expresi®@ proteinas Piwi esta
principalmente restringida a linea germinal y se asoasnpiRNAs para facilitar el
silenciamiento de elementos genéticos moviles (Ha & Kim, 20laYas las proteinas
Argonautas comparten dos caracteristicas principales: umigogentral PAZ y un
dominio PIWI carboxilo terminal. Estudios muestran que ehidm PIWI tiene una
estructura similar a la RNasa H (Hock & Meister, 2008).

En plantas, la mayoria de los miRNAs tienen perfeataplementariedad con su RNAmM
blanco, provocando la escision del RNAm entre los nudie®tpareados a las bases 10
y 11 del miRNA mediante una proteina Ago (Bartel, 2009). &mamos sélo Ago2

tiene actividad endonucleasa, en Drosophila tanto Agol dgoo2 tienen actividad
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endonucleasa, Agol puede mediar la escision de RNA guiadmiP&A, mientras
Ago2 tiene la actividad de escision guiada por siRNAs.

En contraste con las plantas, la complementarieda@ enRNAs animales y su
blancos esta frecuentemente restringida a la region iBNA (nucleotidos 2-8 o 2-7)
a la region 3’'UTR del RNAm blanco. Esta region 5’etm@NA ha sido llamada
SUHJLYQ VHPLOOD  OD FXizgulaytth @ant@riefoHle gXnds; 3odesG H
los miRNAs en humano pueden regular una tercera partesdgefes codificantes de
proteina. El descubrimiento de la region semilla y su inapaia substancial para con su
RNAmM blanco concuerda con los informes sobre la regide los miRNAs es la mas
conservada en metazoos y estudios bioquimicos indican gafnidad a la region
semilla es mas fuerte que a otras regiones del RNA (B2ao@9) (Li, et al., 2010).

En ausencia de una extensa complementariedad entre AnyiRl blanco, la union de
RISC mas que catalizar una escision induce la repreoia traduccion del RNAmM
blanco o la desadenilacion y degradacion. En células hasmah complejo RISC,
proteinas Argonautas, junto a RNAmM que son blanco del siteigrito por miRNAs
estan concentrados en focos citoplasmicos llamados &diBrpB-bodies (Processing
bodies) o GW-bodies (Du & Zamore, 2005). La desadenilacioRHAIm esta mediada
por proteinas glicina-triptéfano de 182 kDa (GW182), componedgesiRISC que
interactian con Ago, mientras el amino terminal de GW1&2aotua (a través de sus
repeticiones GW) con Ago, el carboxilo terminal de prose@&/182 (mamiferos .
melanogasterinteractiia con proteinas de union a la cola poli-A (P#BPrecluta las
desadenilasas CCR4 y CAF1 (Krol, et al., 2010).

Ademas, las proteinas Ago contienen motivos altamemtsecvados similares al motivo
de unidon a cap (7-metilguanina) del factor de inicio de la t@diclE (elF4E). Los
residuos aromaticos Phe470 y Phe505 en Ago2 son requeridossfaliatéraccion;
sugiriendo que proteinas Ago se unen al cap del RNAm previniesida anion del

elF4E con la consecuente represion de la traduccion (FykHbck & Meister, 2008).
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(a) siRNA precursor (b) miBNA precursor

Cleavage Translational inhibition Deadenylation

| 1

Degradation Decapping

|
Degradation !

Figura 4. Papel de las proteinas Argonautas en el silenciamiento génipor RNA pequefios (a)
siRNAs derivados de precursor de doble cadena o (b) miRNAgades de estructura enddgena en
horquilla. Pueden unirse a proteinas Ago. En complementariedi@dtpea RNAmM blanco induce a la
escision y degradacion. Una union imperfecta a la regioiB’del RNAm induce inhibicion de la
traduccion, o desadenilacion, eliminacion del cap y degraddeibRNAmM Tomado de (Hock

& Meister, 2008)

2.1.3 Funciones de los microRNAs
Los miRNAs estan implicados en un amplio rango de prodastigicos en plantas y

animales como lo son: sincronizacion en el desarrollmah@poyesis, organogénesis,
apoptosis, proliferacion y diferenciacion celular y ptenente eventos como la
carcinogénesis. Su desregulacién usualmente esta vincula@afeomedades humanas
(Sayed & Abdellatif, 2011) (Finnegan & Pasquinelli, 2013).

El primer descubrimiento fue en lin-4 y let-7 que contrddenperiodos de desarrollo en
C. elegans Mutaciones en estos miRNAs resultan en anormalidades ciclo celular y
diferenciacion, impidiendo a las células alcanzaestado completo de diferenciacion
(Brennecke, et al., 2003).

Mutantes de la proteina Dicer mostraron diversos defeamicel desarrollo, incluyendo
embriogénesis anormal érabidopsis retraso en la division de células germinales en

Drosophilg defectos en la diferenciacion en ratones (Du & ZanRi@5).
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P53 se une a promotores de genes de miRNAs especificos@somw Ibs miembros de
la familia miR-34, esto para aumentar su transcripcién, alermpéomueve el

procesamiento de miRNAs primarios como miR-16-1, miR-143 y MR- los cuales

tienen como blanco proteinas involucradas en la prddifemay ciclo celular, lo cual

refuerza la funcién supresora de tumor por p53.

Otra proteina supresora de tumor es BRCA1, la cual es refpele reparar el dafb a
DNA promoviendo el mantenimiento de la estabilidad gendmica;ARAR@omueve la

maduracion de algunos miRNAs con efectos supresores de tammar lo son: let-7,

miR-16 y miR-145 (Huen & Chen, 2010) (Kawai & Amano, 2012).

2.1.4 MicroRNAs circulantes
Los miRNAs estan presentes en espacios extracelulares sangre, orina, saliva y

pueden ser secretados via vesiculas extracelulares {EWs) complejos proteina-
mMiRNA. Los miRNAs circulantes son sensibles al traéeto con proteasas en plasma,
pero son protegidos de la digestion por RNasas plasmatizag, @t al., 2010)La
resistencia a diferentes condiciones ha sido atribaida encapsulacion mencionada
anteriormente y a la asociacion con complejos prose{Chen, et al., 2008) (Lin, et al.,
2015).

Una fraccion de los miRNAs son liberados de células alarte extracelular mediante
los siguientes mecanismos: dentro de cuerpos multivessulttVB) y secretados via
exosomas, incorporados dentro de microvesiculas queosmadas por la membrana
plasmatica, asociadas con proteinas de unién a RNA con®; kgoual forma parte del
RISC vy libera complejos miRNA-Ago, e incorporandose ede lipoproteinas de alta
densidad (HDL) o en cuerpos apoptéticos. (Cortez & Calin, 20@8) vesiculas
extracelulares, especialmente exosomas, son vestlilasmbrana que son liberadas al
espacio extracelular después de la fusion de cuerpos miliieess (MVB) con la
membrana celular. Por otra parte, microvesiculas soicwas cubiertas por la
membrana plasmatica de células sanas. La diferemtia estos dos términos esta
basada en el tamafio de la vesicula: exosomas tienemngo de 10-100nm vy

microvesiculas estan entre 100-1000nm (Fig. 5) (Fuijita, .et2@l4). De manera
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importante, se sugiere que las EVs son encargadas de la caciamientre las células,
para promover funciones biolégicas en sitios distantes

En 2010, se reportd que miRNAs en EVs son transferidos a cékdaptoras y
suprimen la expresion de genes blanco en ellas. Arrapdsy mostraron que la mayoria
de los miRNAs en suero estan presentes en complejos®AdRIZA, pero no dentro de
EVs. (Arroyo, et al., 2011) Ademas, se ha asociado que el itBigente en plasma es
protegido de la degradacién probablemente por la inclusi@omplejos con lipidos o
lipoproteinas (Valadi, et al., 2007) (Lin, et al., 2015).

Extracellular space (circulating miRNAs)

Exosomes (50-100 nm)

\

miRNA-AGO complex
e

HDL particle

N

Figura 5. Mecanismos de liberacion de miRNAs al espacio extracé#m (1) en cuerpos
multivesiculares (MVB) y secrecion por exosomas. (2) incormiwmaen microvesiculas formadas por
desprendimiento de membrana plasmatica. (3) asociados einpsotde uniéon a RNA como AGO2
liberandose en complejos. (4) incorporadas en particulgsapedieinas de alta densidad (HDL).
Tomado de (Fuijita, et al., 2014)

Debido a que los miRNAs circulantes pueden ser facilmentetddtes por métodos no
invasivos Yy los perfiles de expresion son capaces de rifareentre individuos sanos y
enfermos, se ha postulado que estas moléculas puedeilizadag como potenciales
biomarcadores para el diagnostico y monitoreo de enfedasdaumanas, tales como
enfermedades autoinmunes, hepaticas, cancer, diabetesmeztdd inflamatoria
intestinal, etc(Celikbilek, et al., 2014jPescador, et al., 2018eng, et al., 2014(Mi,

et al., 2013\Mar-Aguilar, et al., 2013)
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2.2 Modulacién de los miRNAs debido a la dieta
Cada vez existe mayor evidencia sobre el papel de laadieta un factor determinante

de la salud o la enfermedad, las bases biolégicas y maiesidobre ello estan siendo
investigadas activamente (Ryu, et al., 20Digbido a la importancia que han adquirido
los miRNAs como moléculas reguladoras de la expresion daesgen muchas
enfermedades, en la actualidad se busca determinar cudpapetide la dieta en la
expresion de estas moléculas. Un estudio realizado eeresugmbarazadas con bajas
concentraciones de 25-hidroxivitamina D encontr6 11 miRNAs enulacion
diferencialmente expresados (Enquobahrie, et al., 2011). Eestoltados sugieren a los
MiRNAs como un nuevo candidato a biomarcador del estado deéentes en
investigaciones con intervenciones dietéticas (RoBsdis, 2014) Modelos preclinicos
en animales con obesidad inducida por dieta mostrongBe21 esta desregulado en
diferentes tejidos, incluyendo islotes pancreaticosijas ovaricas y tejido adiposo; en
cambio, la expresion de miR-21 fue modificada en respuesiaidos grasos poli-
insaturados y omega-3. En otro estudio, la linea celulaamzec de colon HCT116 fue
tratada con butirato, lo que disminuyo la expresion de miRellcyal esta incrementado
en algunos tipos de cancer; se ha observado que las digis en fibra incrementan la
produccion del butirato por fermentacion de la fibra (Ralret al., 2014).

Con el objetivo de evaluar la expresion diferencial deNiRen sujetos con diferentes
habitos dietéticos, se observo que sujetos con dégfana tenian altos niveles de miR-
92a en comparacion con personas vegetarianas y conodigiaora. miR-92a forma
parte del cluster miR-17-92a localizado en la region 13g22ial aodifica para 7
mMiRNAs (Bonauer & Dimmeler, 2009). La alta expresion dedteluha sido relacionada
con procesos de invasion y metéstasis en células derc@lorectal, por lo que se le ha
designado como un oncomir ya que promueve la proliferac&mgiogénesis e inhibe la
diferenciacion, ademas un blanco descrito de miR-92agesgiroapoptético BCL2L11
(Ventura, et al, 2008) (Inomatagt al, 2009) (Yamadagt al, 2013). Este estudio
plantedé una posible modulacién en la expresion de miRN&sdo a los habitos
dietéticos (Tarallo, et al., 2014).

Una dieta con deficiencia en aminoacidos también podriaficexdla expresion de
miRNAs, ya que cuando se alimentaron ratones con dietaiedédicen colina y

metionina, los animales presentaron esteatosis hepatieécohodlica y dafio hepético,
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bajo ésta condicidn la expresion de miR-182, -183, -199a, -7082¢ estaba elevada.
(Garcia-Segura, et al., 2013) Por otra parte, la hiperglicemidtdeen una expresion
incrementada de miR-21 en riflones de ratones con dialpetds(Dey, et al., 2011).

2.3 MicroRNAs derivados de la dieta
El descubrimiento de la presencia de miRNAs en fluidos ¢iimdé como sangre, orina,

leche, salivay fluido cerebroespinal, dio paso a un enfoque tambiénciarél, ya que
un estudio mostré que la leche humana contenia miRNAsoedains a inmunidad de
forma abundante en exosomas; ademas, los miRNAs epraas fueron relativamente
resistentes a pH acido como el de estbmago en humamstalenanera se comenzo a
especular que miRNAs provenientes de la leche de la madrapoelyular la expresion
de genes en el infante a través de comunicacion extiac@fosaka, et al., 2010).

A partir de esta evidencia, se han realizado estudios gestran la sobrevivencia de
mMiRNAs en otros alimentos. Philip y cols. determinaron ladisponibilidad de
mMiRNAs en soya y arroz durante su almacenamiento, proagamicoccion y
condiciones de digestion humana simuladaitro. Los autores concluyen que a pesar
de los tratamientos los miRNAs pueden ser biodisponibles farabsorcion. Sin
embargo, otros estudios sefialan que la concentracion ddAsiBn alimentos en
especifico como la leche de vaca se afecta debido a su gmoeet (Chen, et al.,
2010) (Howard, et al., 2015).

2.3.1 Andlisis de la transferencia de xenomiRs de la dieta en organismos

La potencial biodisponibilidad de miRNAs en los alimentosiapaiso a la hipotesis que
postula que los MIRNAs presentes en alimentos son capbeesobrevivir al
procesamiento correspondiente y su posible transferencieganismos receptores a
través del tracto gastrointestinal; dado que estos miRNAsegeacde animales o
plantas se les ha denominado xenomicroRNAs (xenomiRglra 6). Un estudio en
2012, reporté miRNAs procedentes de plantas de fuentes distéticel suero y tejidos

de ratones y humanoEn adicién se reportdé que el miR168a, abundante en el arroz,
disminuyé la expresion de la proteina asociada al recept@ lfgoproteina de baja

densidad en higado de raton. Los resultados apoyaron la ides anag¢erial genético
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derivado de la dieta podria sobrevivir al tracto digestivenyrar a la circulacion
sanguinea, ademas de tener una actividad funcional sabrgettes en tejidos de
mamifero (Zhang, et al., 2012).

Liang G y cols., evaluaron la sobrevivencia de miRNAgyerds de origen de plantas
en drganos Yy circulacién sanguinea. En este estudiatioses fueron alimentados con
cantidades de 10-50ug de RNAs totales extraidoBradssica oleracea(col) que
contiene altos niveles de miR-172. Los resultados de sst@i@ mostraron que después
de la ingesta de los RNAs totales de col, miR-172 fue erammen estdmago, intestino,
suero y heces de los ratones. Este estudio muestra guéRIN#\s pueden traspasar el
tracto gastrointestinal sin degradarse, sin embargo, pdesisteognita si la ingesta de
col en cantidades razonables es capaz de suministrantidad necesaria de miRNAs
para que alcancen concentraciones similares a las mastadsste estudio (Liang, et
al., 2014).

Otro estudio conducido en humanos, tuvo como objetivo valsramiRNAS
provenientes del consumo de leche de vaca pudieran seradete&n suero, cinco
personas adultas sanas después de un periodo de lavado iemsueche en varias
dosis. Debido a que estudios preliminares sugieren que lasnt@oi@nes plasmaticas
de miRNAs permanecen altas hasta 9 horas después deintods leche, se recolecto
el plasma al tiempo O (previo al consumo de leche) intemvalos de 1-3, 6, 9y 24
horas después del consumo de leche. Debido a que las sexunestos miRNAS
maduros son idénticas en humano y bovino, los autordsagen mediante qPCR la
expresion de hsmiR-29b-3p, hsaniR-200c-3p y como control fue utilizado miR-1 ya
gue éste no fue detectado en leche. Los resultados roostirza elevacion de miR-29b
en plasma a comparacion con miR-1 el cual se marten&ante tras el consumo de 1
Litro de leche. El tiempo con maximos niveles de miR-29bdee3.4 a 4.2 horas
después del consumo de leche. Este es el primer estudiopguia rgue un miRNA es
absorbido nutricionalmente en cantidades significativas @asurmo de leche de vaca
(Balier, et al., 2014).

Melnik y cols. demostraron que después del consumo de lecimdRe29b bovino

alcanzé la circulacion sistémica de los sujetos quarnmmleche de vaca e incrementa
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los niveles séricos de aminoacidos de cadena ramificaddiblr la traduccion del
Complejo de la Deshidrogenasa de alfa-cetoacidos de cadenéicada. Los
aminoacidos de cadena ramificada son estimulantes de lamVi@RC1, una
hiperactividad crénica de mTORC1 ha sido asociada al desad®llenfermedades
como la diabetes tipo 2. Estos autores sefalan que Istpstsiingesta de miRNAs

derivados de la leche de vaca podria transferir un peabetibgénico (Melnik, 2015).
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Figura 6. Hipdtesis relacionada a los microRNAs como poteiades mediadores de informacion
epigenética.Los microRNAs derivados de plantas han sido encontradesarioo en sangre de humanos
u otros organismos via oral, lo que abre la posibilidad deiderar a los microRNAs como grandes
reguladores entre los individuos y entre las especies. Tomado de (Igaz & Igaz, 2015)

Plants

Liang H y cols. realizaron un estudio para resolver larowersia de la deteccion de
mMiRNAs de plantas derivados de la dieta en plasma de lnsmen el estudio se les
administré via oral jugo de frutas y frutas frescas aviddos sanos y se evallo la
cinética de los miRNAs derivados de las frutas en sangrimpeaide los individuos
después de la ingesta. Los autores concluyen que para laésetedos miRNAs de
plantas a analizar no so6lo es necesario la conc@gnrde los miRNAs en las plantas,
también es un factor determinante el potencial de abdsoselectivo de los miRNAs
por el tracto gastrointestinal, ya que mostraron algunoNA&sRcon concentraciones

elevadas en las plantas que no resultaron en altogsieelel plasma de humano, esto
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debido probablemente a su pobre absorcion por el tracto igeesttimal (Liang, et al.,
2015).

Los estudios anteriores fueron llevados bajo condicifisiedgicas, sin embargo, Yang
y cols. sugieren que los sujetos con alteracionea parimeabilidad intestinal tienen un
incremento en la capacidad de absorber RNAs pequefios; estuslio el cisplatino
modificé la organizacion de las células epitelialesintelstino parecido a lo que sucede
en enfermedades con cambios en la permeabilidad intesirsiterior resulté en una
mejoria de la absorcion del RNA procedente de la.diets autores mencionan que la
ingesta dietética no necesariamente resulta en las asisioncentraciones de un
nutriente especifico en sangre o tejido porque depende dedhilidad en la absorcion,
distribucion, metabolismo y su eliminacion (Figujg Yang, et al., 2015).
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Figura 7. Modelo de la dinamica de los microRNAs de la dieta ezl organismo.Los microRNAs de la
dieta en caso de resistir a la degradacién en intestireratelatravesar la barrera intestinal mediante
diversos mecanismos de transporte, evitar la degradaciéncetacién, sobrevivir al metabolismo en
higado y resistir la filtracion y excrecién por el rifion. Tomada de (Yang, et al., 2015)

En contraparte a los resultados anterioB&®w Yy cols., realizaron varios experimentos
para observar el traspaso de miRNAs de la dieta acialaxion. En un primer estudio,
determinaron los niveles en suero de miR-156a, miR-159a, miRptéSantes en frutas
como peras y platanos. Los sujetos estudiados erannpsrsanas que en su dieta
normal incluian éstas frutas. Los miRNAs altamente sqol@s en las frutas fueron
indetectables en el suero de humano, en comparaciGnniB-16 (microRNA

enddgeno). Lo que sugiere la incapacidad de estas moléxdgsnas de pasar y
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permanecer en torrente sanguineo de humanos. En un sezgindio, se formaron 3
grupos de ratones, donde uno alimentado con dieta enriquecisayanotro grupo
alimentado con dieta vegetariana y el ultimo grupo con d&daen productos de origen
animal. Después de 4 semanas se evaluaron los niveles de mjRvlR6EL9 y miR-
169a en suero y tejidos, ademas de miR-16 en suero y miR-19%lern_tes resultados
detectaron niveles muy bajos de miR-156 en suero y tejidesiras quemiR-159 y
miR-169 resultaron indetectables. Por lo cual, no se énesidencia significativa de la
presencia de los miRNAs analizados después del consumo déetmaica en estos
miRNAs. Finalmente, en un tercer estudio, utilizaron raton#&21 (-/-) y un grupo
control, a los cuales se les administré una dieteealt@iR-21 (dieta a base de productos
de origen animal) y tras 4 semanas se evalluo la expresigniRd2l, a pesar de la alta
cantidad de miR-21 en la dieta. Los ratones miR-21 (-/@sgmtaron niveles
indetectables en suero y tejidos de éste mIRNA a diferethei los controles. Los
resultados obtenidos por los autores muestran que la tearséede miRNAs derivados
de la dieta es ineficaz y es poco probable que puedan pravtcaespuesta fisiologica

en los organismos (Snow, et al., 2013).

Witwer K y cols., obtuvieron muestras de sangre de deaacoa cola de cerdd@caca
nemestrina)previo al consumo de una bebida comercial a base de soytay, fpero
libre de algun producto de origen animal; tras el consumo debliala se cuantifico la
expresion de miRNAs enddgenos y de plantas por RT-gPCRensrargo, no fue

observada una respuesta a la ingesta dietética (Witvak, 2013)

Por otro lado, Laubier J y cols. utilizaron un modelo tramsgéel cual expresaba altos
niveles de miR-30b en la leche que producia; a los 10 diastded& de ratones recién
nacidos se estudié la transferencia oral de est&NAiREStos autores mostraron que a
pesar de encontrar altos niveles de miR-30b en lechermaatde ratones hembra
transgénicas y en estbmago de ratones recién nacidog detectd un incremento
significativo de miR-30b en tejidos de ratones reciéndoscalimentados por ratones
hembras transgénicas comparado con ratones recién nalidestados por hembras
wild-type (Laubier, et al., 2015).

28



Siguiendo la linea de transferencia de miRNAs provenientdsctie materna, Title y
cols. disefiaron un estudio en el cual emplearon modeloéticos con ratones recién
nacidos knockout para miR-375 y miR-200c/141, éstos ratones fuememtddos con
leche de madres wild-type. Los resultados mostraronequédgs tejidos como epitelio
intestinal, sangre, higado y bazo no se detect6 prasgedos miRNAs analizados. Los
niveles de miR-375 en hepatocitos se encontraron en e¢ lgwitdetecciéon y en una
concentracibn muy baja comparada con la concentrauémesaria para realizar la
regulacién génicalos autores concluyeron que es poco probable que los miRNAs de |
leche puedan provocar un silenciamiento candnico de las&prgénica (Title, et al.,
2015).

Auerbach Ay colsdisefiaron un estudio para validar los resultados reportad@ajsy

en el 2014, en el primer estudio que reporta que un mMIRNA es balusor
nutricionalmente en cantidades significativas por consdenteche de vaca, dado que
los miRNAs de bovino son homélogos a los de humanoetsgtados de Baier pudieran
ser explicados por transferencia de xenomiRs, por laaeigul de miRIAs enddgenos
0 por ambos. La validacion incluyd muestras de plasmaetapo basal y de 3 horas
después del consumo de leche y células mononuclearesgte pariférica del tiempo
basal y de 6 horas después del consumo de leche provewniehéssudio inicial (Baier,
et al., 2014)La validacion por Open Array no reveld sefales de miRNAgfgigtivas
después de la ingestion, lo cual fue confirmado por gPCR. tos da la secuenciacion
en plasma no contenian lecturas parR-29b o miR-200c; por lo cual su estudio no
apoyo la transferencia de xenomiRs de la dieta ddvs/@n especifico de la leche de

vaca a la circulacion de adultos humanos (Auerbaddi,,2016).

La tabla 1 muestra un resumen de la evidencia sobresdacadn de xenomiRs, algunas
investigaciones han tratado de reproducir los resultadostdentferencia de miRNAs
procedentes de la dieta hacia mamiferos, sin embargo, ni@sirado niveles

insignificantes de los miRNAs sugiriendo que el bajo nunder@opias es insuficiente

para lograr una actividad biolégica (Dickinson, et al., 20I8%4r, et al., 2014).

29



Tabla 1. Resumen de la transferencia de miRNAde la dieta en diferentes organismos

Deteccién de miR-168a en circulacion y tejidos de mamiferos
posterior al consumo de arroz (Zhang, et al., 2012).

Presencia de miR-172 proveniente de col en el sueragdeajie
Transferencia de miRNAs de | ratones (Liang, et al., 2014).

la dieta a organismos Incremento de miR-29b y miR-200c posterior al consumo e lde
vaca (Baier, et al., 2014).

Selectividad para absorcién de miRNAs de plantas por &btrac
gastrointestinal (Liang, et al., 2015).

Niveles indetectables en suero de miR-156a, miR-159a, miR&r6
sujetos que consumian habitualmente frutas que contienen
mMiRNAs (Snow, et al., 2013).

Incremento no significativo de la expresioa miR-30b en ratone

Falla de transferencia de recién nacidos alimentados con leche con altos nivelestelendRNA
mMiRNAs de la dieta en el (Laubier, et al., 2015).
organismo Expresion no significativa de losiR-375 y miR-200c¢/141 en ratong

recién nacidos knockout alimentados con leche materna wiéd
(Title, et al., 2015.)

Detecciénno significativa de la expresion de miR-29b y miR-2(
posterior al consumo de leche de vaca (Auerbach, 8046)

2.4 MicroRNAs en carne
El término carne se define como el tejido muscularodeanimales utilizado como

alimento (Lawrie, 1967l ser humano, desde distintos contextos culturales @ibcss
tiene una relacion bastante especial con la carne aimnto, en casi todas las
culturas del mundo la carne forma parte de los imagingriostos culturales sobre
alimentacion y bienestar. La carne es sinGnimo de abuiadaacisencia de hambrunas,
y ademas constituye un ingrediente clave en las toawhs culinarias que convocan a
una comida como un acto no solo de alimentacion, sino dgair un acto familiar,
social y cultural.

No cabe duda que el consumo de carne forma parte de dietmr@tidk muchas
personas en el mundo, sobre todo paises en vias de lieg@kS, 2003). La carne de
origen vacuno se considera el segundo lugar de consurpoédede la carne de pollo
(Alvarado, et al., 2012). La carne es una fuente de proteintodealor biolégico en la
dieta, ademas de vitaminas y minerales con alta biodispdaihiiomo es el Hierro y la
vitamina B12 (Carvajal, 2001Rubio & Brafia, 2013)

En cuanto a la determinaciéon de los miRNAs en el tejidscolar bovino se ha

realizado la caracterizacion en diversos estudios & jpi@rtsecuenciacion y analisis
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bioinformético, reportando que miR-1, miR-133a y miR-206 estépresados de
manera especifica en musculo de bovino, ademi#s193b y miR-378 se encuentran
altamente expresados en tejido muscular bovino (Jinl.,e2GD9) (Gu, et al., 2007)
(Sun, et al., 2013En la revision realizada por Wagnecols. se indican los principales
mMiRNAs en alimentos, dentro de ellos se mastigunos miRNAs de carne de bovino
(Tabla 2) (Wagner, et al., 2015)

Tabla 2. Descripcién de algunos miRNAs en diversos alimentos in@a la carne

Food

High « microRNA expression level > Low
Pork (sus scrofa) miRNA 1 378 143-3p 133a-3p 30a5p 206 let-7f  148a 10b 127 140 3od 5423p 21 let-7a
Poultry (gailus gallus) miRNA 206 let7e let-7j 103 let-7f 130a 107 130b let7b 128 16c 15b 221 21 125b
Wheat (triticum aestivim) miRNA  156a 168a 167a 1663 156¢ 1869 1074 894 2199 172a 1132 21113p 2911 166k 1135
Barley (hordeum vulgare) miRNA  168-5p 156 166b/c 5048 159a/b  168-3p 1120 5049 171 444b 5052 397 1126 5050 1436
Corn (zea mfg,'.\) miRNA  319b 319a 319d 319¢ 171e 171§ 171i 1661 166a 171d 166g 166mM 166¢ 166d  166f
Rape (brassica napus) miRNA 156 159 166 172 158 171 319 824 160 167 827 165 403 395 390

microRNA expression levels not known

Beef* (bos tatrus) miRNA  133a 26a 99a 103 150 574-3p 411 107 652 423-5p 122
Milk (raw) (bos taurus) miRNA 21 993 30d 148a 200¢ 26a 26b
Broceoli (brassica oleracea) miRNA  398b 319b 395b 394a 414b 162a 158e
Rice (oryza sativa) miRNA  186le/g/ 1861b/f/ 164e 167d/ 397b 519a-j 5337 5338

k/m ifl hij
Apple (golden delicious) miRNA 396 159 858 482 167 399 164 165/166 172 162 171 156 535 168 395
(maius domesticus)
Orange (citrus sinensis) miRNA 172a 164a 166) 167d 479 156a 167a 162a 159a 473a 164d  156b 399a 482¢ 171b
Potato (root) (solanum miRNA 164 165 162 168 171 167 159
tuberosum)
Tomato (solanum lycopersicum) 172 166 396 164 162 157 159 168 403 156 827 167 165 171 390
Grape (vitis w'fz[fe'm) 166 159 164 167 165 168 827 319 396 172 162 156 403 390 479

Tomado de la revisiéon de (Wagner, et al., 2015)

Las secuencias nucleotidicas de miRNAs entre bovinosmaihos suelen ser casi 100%
idénticas, por lo cual Dever y cols. evaluaron el pedilexpresion y la estabilidad de
mMiRNAs homologos a humano contenidos en sirloin, coraztejido adrenal bovino
después de un proceso de coccion o de secado. En un corteideaginado dentro de
los mMiIRNAs mas abundantes se encontraron a miR-10b-5p1 miR-378a, miR-206,
mMiR-486-5p, miR-26a-5p, miR-30a-5p y miR-22-3p. Ademas, encontrarodeppelés
del proceso de coccion los miRNAs no disminuyeron de mam@@tante; Unicamente
miR-10a aparecia en el perfil de expresion de miRNAs enl@hstrudo, posterior a la
cocciéon disminuye su concentracion y aparece miR-133a deetnoerfil de miRNAs
mayormente expresados en la carne cocida. Los tejiddmwiro contienen perfiles
unicos de miRNAs homélogos a miRNAs humanos que sobreviverétados de

preparacion basados en calor (Figura 8) (Dever, et al., 2015).
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378a-3p
3.4%

206 |378a-3p [RLESIM 30a-5p
48% | 45% PPLEM 1.8%

Figura 8. Perfil de microRNAs en tejido muscular de bovino crudg después de un procesamiento a
base de calor.La imagen muestra los 10 miRNAs principalmente expresaddsjidos muscular de
bovino en especifico sirloin crudo y después de un procesmdi@&ic convencional.

Tomado de (Dever, et al., 2015).

30a-5p | 22-3p [REEEEEIIERT)
1.5% 1.1% 1.1% 0.8%

133a-3p | 22-3p
1.2% 1.1%

Sirloin

miR-10b fue el MiIRNA encontrado en mayor proporcion en cdenees cocinada, éste
mMiRNA ha sido implicado como potencial biomarcador en psesecon cardiomiopatia
(Fang,et al, 2015), se ha presentado diferencialmente expresadoeeentis tipos de
cancer y en la enfermedad de Huntington (Mangolini, e2@L5) (Huanget al, 2015)
(Hoss, et al, 2015); dentro de sus blancos tiene a proteinas participamtegs de
sefalizacion como MAPK y PPAR (Vlachag,al, 2012).

El segundo miRNA encontrado en mayor proporcion en cavoiela fuemiR-1, es un
miomiR al ser un microRNA especifico de masculo, es edgpaia el desarrollo y la
homeostasis del masculo liso y esquelético (Ckem)., 2006) (Xie,et al, 2011). Los
niveles de miR-1 en sangre son bajos y se ha encontradgadel en dafio muscular
(Gomes,et al, 2014); dentro de las proteinas que regula se encuentranaaoyed
participan en la via de las pentosas-fosfato, ritmo dimo® Yy ciclo celular (Vlachost
al., 2012).miR-206 es un miRNA especifico de musculo esquelético, dentrsusle
funciones estan vias relacionadas con la promociéa diéekenciacion del mioblasto, el
desarrollo, funcion y regeneracion del musculo esquelétim, et al., 2013) (Boettger,
et al., 2014)miR-22 es considerado un microRNA abundante en tejido hep&echa
visto diferencialmente expresado en sujetos con resigtanai insulina debido a que su
elevada expresion hepatica promueve un dafio en la gagémesis (Kaurget al,
2015), ademas, ha mostrado tener participacion como supoesoral (Xiong,et al,
2010).
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2.4.1 Consumo de carne y modulacion de miRNAs

La carne roja contiene nutrientes con alta biodispodd#al| sin embargo, existen
razones que previenen de una ingesta alta. El consumadelele grasa saturada
contenida en carne de animales es un factor de riesgo @anf@rpara padecer
enfermedades metabdlicas y cardiovasculares (ECV) (Mpn2607) (Cérdova-
Villalobos, 2009). Ademas, existe evidencia convincente quereueno excesivo de
carnes rojas incrementa el riesgo de cancer colbrgctgue hay evidencia que
incrementa el riesgo de cancer en el eséfago, pulmonasepd y endometrid?or lo
cual, el American Institute for Cancer ResearghelWorld Cancer Research
Fundrecomienda un consumo menor a 500 gramos de carngorog@mana y evitar el
consumo de carne procesada (Norat, 2010).

En cuanto al consumo de carne roja y la modulacion deNAs enddgenos,
Humphreys y cols., midieron marcadores de canceremimren voluntarios sanos los
cuales estuvieron bajo intervencion con dos variantesintervencion basada en dieta
alta en carne roja y otra intervencion con dieta @it carne roja mas un suplemento de
fibra, ya que se postula que la ingesta de fibra promueveogfaatiiumorales. Los
resultados mostraron que la expresion de miRNAs oncogéodrno el cluster miR-17-
92 y miR-21 fue mas alta en la mucosa rectal con la ditd en carne roja, mientras
gue la intervencion con el suplemento de fibra restablieciexpresion d® 3FOXVWHU’
miR-17-92 a los niveles basales, sin embargo, la expresiomiRe21l se mantuvo
elevada (Humphreys, et al., 2014).

Un estudio realizadan vitro por Papaioannou y cols. reportdé que las aminas
heterociclicas generadas durante la coccion de la afgcen la expresion de miR-21,
miR-16, miR-200c, miR-106b, miR-26a y miR-24; estos miRNAs somalmente
regulados por el estrégeno y han sido implicados endacion y progresion del cancer

de mama (Papaioannou, et al., 2014).
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A pesar de que se ha descrito la deteccion de miRNAs coRd niiOb, -206, -378, -
143, 30a y 22 después del cocimiento de la carne bovina, hasta la fieclse ha
reportado si los miRNAs detectados pueden ser transferidtms @ganismos que la
ingieren. Diversos autores sugieren que los miRNAs provenieti¢éesanimales
posiblemente presentan preferencia en la transfergorobablemente debido a la
similitud de las secuencias y a los mecanismos de empaqueiaiihgaz & lgaz, 2015)
sin embargo, a la vez, la similitud de las secuencias camglianalisis comparativo

entre los xenomiRs y los miRNAs enddgenos (Witwer, 2012)
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3. JUSTIFICACION

Recientemente la Organizacion Mundial de la Salud hanadti que el 80% de
enfermedades prematuras cardiovasculares y diabetes pwdprewenidas con un
cambio del estilo de vida como lo es llevar una alimemaadecuadaEn relacion a
esto, se ha acumulado evidencia que apoya la idea sabetalyy su gran impacto en la
salud a lo largo de la vida. Un ejemplo es el consumadecel cual forma parte de la
dieta cotidiana de muchas personas en México, no ohstigtEnsumo excesivo de
carnes rojas ha sido asociado con un aumento del riesglivetsas enfermedades
cronico degenerativas; principalmente debido a la producci@mdes heterociclicas
hidrocarburos aromaticos policiclices su proceso de coccién, asi como su contenido
de grasas saturadas y recientemente con la modulaciarexpresion de los miRNAs.
Evidentemente los alimentos en la dieta proveen miésey factores dietéticos que
pueden influir en los procesos bioldgicos como lo es aaglol la expresion de miRNAs
endogenos, sin embargo, de manera reciente se ha mdatteattsferencia de miRNAs
de alimentos derivados de plantas y animales a través dgestion permitiendoal
circulacion de éstos en sangre. No obstante, aun exigtis al respecto y queda poco
claro si miRNAs derivados de la alimentacidon pueden alcaleairculacion del
organismo receptor y llevar a cabo el proceso de regulgénica.

Ademas, no se ha realizado ningun estudio que evalle einento postprandial en los
niveles de miRNAs posteriores al consumo de carne de bewinm tiempo de comida
habitual, lo que sucederia bajo condiciones normalegpokdilidad del efecto en los
mMiRNAs después de la ingesta daria pauta a estudios postat®regcanismos
moleculares en los cuales el consumo de carne pud&sa evolucrado en las
enfermedades en las que se le ha sido asociado. Asimismudtados positivos de
incremento postprandial significativo en los niveles lde miRNAs apoyarian la
posibilidad de una transferencia de los miRNAs proveniaigels carne de res desde

una perspectiva indirecta.

35



4. HIPOTESIS

El aumento de la expresion de los microRNAs en plasnmaho es debido a la
transferencia de miRNAs proveniente de carne de res.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el aumento de la expresion de los microR&Aplasma humano es
debido a la transferencia de miRNAs proveniente del consumandéempo de

alimentacion con carne de res.

5. 1 Objetivos especificos
1. Establecer un banco de RNAs pequefios de plasma de personas que
ingieran carne de bovino (grupo omnivoro) y de personasuconégimen

dietético vegano (grupo control).

2. Determinar si la dieta con carne de res puede inducreddas en la
expresion basal y postprandial de los miRNedsun estudio piloto de muestras

de plasma humano.
3. Cuantificar los niveles de expresion basales dmiB&NAs seleccionados
en plasma y a diferentes tiempos después de la ingestaipelamnivoro y del

grupo control.

4, Analizar la expresion diferencial de los miRNAs ensipia humano

después de la ingesta de carne de res comparados conral cont
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6. DISENO EXPERIMENTAL
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7. MATERIAL Y METODOS

Lugar de trabajo: Unidad de Biologia del Desarrollo. Laboratorio de Inmunialgg
Virologia. Facultad de Ciencias Biologicas, UANL.

Area de estudio:Biologia molecular aplicada en alimentaciblutrigenémica.

Disefio del Estudio:Estudio cuasi-experimental, transversal.

7.1 Obtencion de muestras de plasma de sujetos omnivoros y eldalmiento de un
banco de RNA
Para establecer el banco de RNA de personas omnivorasc¢esnmo de carne

frecuente) y de personas bajo una dieta vegana se praceztb@utar a los participantes
del estudio y a la obtencion de muestras de plasmaueasy postprandiales.

7.1.1 Participantes del estudio
Un total de 29 voluntarios sanos con diferentes habietétitos 14 sujetos omnivoros

y 15 sujetos veganog con similares parametros: edad, distribucion de sexdo esti
vida. Los participantes se reclutaron mediante invitagiécipieron informacioén sobre
el estudio, se les aplico cuestionarios de habitos deteyicestilo de vida e historias
clinicas para su seleccion y firma del consentimientanmdolo (Anexo 1)

Definicion de dieta veganahabitos alimentarios donde excluyen todas las carnes y
subproductos de origen animal, incluso la miel de la die@d(2010).

Criterios de inclusion:

Sujetos con 18-30 afios de edad

Firma de consentimiento informado

Sanos, sin alguna condicion médica aguda o cronica

Con consumo similar de alimentos

indice de Masa Corporal normal segiin OMS, 2004

Niveles de actividad fisica similares

Consumo de carne roja al menos tres veces a la adordario para el grupo de dieta
omnivora)

Dieta vegana con duracion minima de 1 @fiderio para el grupo de dieta vegana)

Sin consumo de alcohol o tabaco
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Criterios de exclusion:

Aquellos que no aceptaron firma del consentimiento informado

Mujeres en menstruacién, embarazo.

Consumo de medicamentos, suplementos que puedan inflag pardmetros
Padecimientos médicos que afecten la dieta o peso, cofabsmeaion, intolerancia a

algiin componente de la dieta experimental

Criterios de eliminacion:
No consumir la totalidad de la dieta experimental
Llenado incompleto de cuestionarios

Fases del estudio inconclusas

Para la seleccion de los sujetos ademas de la aphogeiana historia clinica (anexo 3)
y cuestionario de habitos dietéticos y estilo de visa les realizaron tomas de
mediciones antropomeétricas como: el peso, % de grask #ilsculo y grasa visceral
las cuales fueron determinadas con el uso de una basculaarotor de composicion
corporal OMRON HBF-514c. La circunferencia de cintura fue daedbn el uso de la
cinta métrica Lufkin W606PM recomendada por la Sociedadrracional para el
Avance de la Cineantropometria (International Socidty Advancement in
Kinanthropometry, ISAK). Cada una de las mediciones fuezalizadas siguiendo los
protocolos establecidos por el ISARara complementar la informacion de su estado de
salud se les realizaron estudios de Biometria Hematidayi€auSanguinea y Perfil de
lipidos en el Departamento de Laboratorio Clinico de lalfeatde Ciencias Quimicas
de la UANL

Paa determinar si la alimentacién puede inducir diferenciataerxpresion basal y
postprandial de miRNAS, se procedio a brindar una dietasfmondiente a un tiempo de

comida conforme a la siguiente descripcién.

7.1.2 Intervencion de una dieta con carne de res
Se disefid una dieta estdndar basada en el Sistemaakiexile Equivalentes que

corresponde a un tiempo habitual: 1/3 de taza de verduras mixtapor (zanahoria,

calabaza, pimiento rojo y verde), 1 taza de arroz, 150grde da res asada, ¥4 de taza
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de lentejas y 1 taza de ensalada fresca (lechuga, catany tomate)Los sujetos del
grupo omnivoro consumieron la racion anteriormente mead@amde carne y los sujetos
del grupo vegano consumieron la misma dieta sin la rat@ocarne; en la tabla 3 se

presenta la composicion nutrimental de la dieta

Tabla 3. Contenido nutrimental de la dieta

Dieta Intervencion con carne Intervencion sin carne
Energia (kcal/ kJ) 579/2422 397/ 1661
Carbohidratos (g) (%) 62.4 (43%) 62.4 (63%)
Proteinas (g) (%) 35.7 (25%) 11.2 (11%)
Lipidos (g) (%) 20.7 (32%) 11.3 (26%)
Fibra (g) 8.2 8.2
Colesterol (g) 74.2 0.0

7.13 Recoleccion de muestras biologicas
Las muestras de sangre fueron colectadas de acuerd@mdesimientos estandar de

flebotomia a las 0 h (en condicién de ayuno de Ipd)as 2, 4, y 6 h posteriores a la
ingesta de la dietaEs importante mencionar que los participantes no conswmmie
alimentos adicionales durante el periodo de las tomas posglesnd.a sangre venosa
se recolectd en tubos vacutainer de 5 ml con EDTA (adititiaeninotetraacético).

Posteriormente, para la obtencion del plasma la sasgoentrifugd a 2000 x g por 15

min; el plasma se almacend a -80°C hasta su uso (Bustin, 2209).

7.1.4 Extraccion de RNAs pequefios totales en plasma
Para la extraccion del RNA total incluyendo RNAs pequefioplasma se utilizé

miRNeasy Kit (QIAGEN®, Valencia, CA, USA) en base al protocai@leecido por la
compainia, el cual se describe a continuacion:
1) Se tom6 una muestra de plasma de 100 ul depositandolo en wtetiioml.
2) Se afiadieron 5 volimenes de QIAzol Lysis Reag&ittpmogenizo y se incubd
a temperatura ambiente por 5 min
3) Se afiadieron 3.5 pl de miRNeasy Serum/Plasma Spike-InaC¢hié x 16
copias/ub).
4) Se agregaron 100 pul de cloroformo, se mezclé vigorosaroentedrtex por 15 s
e incubo por 2-3 min

5) Se centrifugd por 15 min a 12,000 x g a 4° C.
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6) Se transfirib la fase acuosa a un nuevo tubo de 1.5 rafja#6 1.5 volumenes
de etanol al 100% y se homogenizo.

7) Se afadieron 700 pl de la muestra en la columna RNeasklle y se
centrifugda >8000 x g por 15 s a temperatura ambiente descartando el liquido
gue se deposita en el tubo colector.

8) Se anadieno 700 pl de buffer RWT a la columna RNeasy MinElute y de nuevo
se centrifugd por 15 s a >8000 x g para lavar la columna dasdarel liquido
acumulado en el tubo colector.

9) Se afadien 500 pl de Buffer RPE a la columna RNeasy MinElute y se
centrifugd por 15 s a >8000 x g para lavar la columna, se ttesaiquido
depositado en el tubo colector.

10)Se anadieron 500ul de etanol al 80% en la columna, sefugditpor 2 min a
>8000 x g para lavar la membrana de la columna, se desthquido y el tubo
colector.

11)Se colocé la columna en un nuevo tubo colector de 2 s# gentrifugoa
maxima velocidad por 5 min con la tapa abierta para seoarzbrana.

12)Se coloco la columna en un nuevo tubo de 1.5 ml, sdieaba 14ul de agua
libre de RNasas y se centrifugd a maxima velocidad por 1 minuéoehar el

RNA, el cual se almacené a -80°C hasta el momento de su uso.

7.1.5 Cuantificacion de RNAs pequerios totales
Tanto la cuantificacion de los RNAs pequefios totales conhdDNé\c se realizo

midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm en el espectrofotoONataDrop ND- E
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).

7.2 Estudio piloto del perfil de expresion de miRNAs basales y ppsandiales por
Secuenciacién de Nueva Generacion (NGS)

La seleccion de lomiRNAs a evaluar en el presente estudio no s6lo depende de su
concentraciéon en el alimento; también hay que tomaruemta la probabilidad de
absorcion de ése miRNA debido a una posible selectividad parctl gastrointestinal

(Liang, et al., 2015). Por ello, se realizdé un analid@@idel panel de miRNAs maduros
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mediante Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS); el@stetliyd dos muestras
por grupo de estudio seleccionadas de manera aleatoria: lasasiesayunas de una
persona del grupo omnivoro y una persona del grupo vegano yuéssras a las 4 h
postprandiales de los mismos sujetBstiempo de 4 h postprandial fue seleccionado
debido a que los estudios que reportan la presencia de miRNAs pitesede la dieta
observaron a éste tiempo el maximo incremento en acia (Baier, et al., 2014)
(Liang, et al., 2014). Las muestras las cuales incluian ~3063586 RNA y una
relacion de absorbancias 260/ 280 y 260/230 de ~2.0, fueron enviadasrapafia
SegMatic LLC., Fremont, CA, USA para la realizacion deNGS, la compafia
proporciond el perfil de expresion de todos los miRNAs ee bamiRBase v20. Las

lecturas de las bibliotecas se realizaron con un equiponidukiiSeq 2000.

7.3 Cuantificacion de la expresion de miRNAs basales y postprandiales median
gPCR

7.3.1 Extraccion de RNA en carne de res y células HEK-293
Debido a que los niveles de expresion de algunos miRNAs enragidst plasma son

bajos, el llevar a cabo los ensayos de eficienciang®ificacion para la curva de rango
dinamico podria dificultarse para validar el método dentifiacion; por lo cual se

procedié a utilizar muestras de RNA proveniente de carnegi¢tanto cocida como
cruda) y de células HEK-293. A continuacion, se descripeotbcolo del kit miRNeasy

de QIAGEN utilizado para la extraccion de RNA total en tgjigen células.

1) Se prepard la muestra: 3.2810élulas HEK-293 previamente tripsinizadas

fueron obtenidas en pellet, se le afiadieron 700ul de QlA®K Reagent y se
homogenizd por vortex por 1 minuto.
Fueron pesados 50mg de carne de res sin dejar que desco(apriardvitar la
degradacion del RNA); se le afiadieron 700ul de QIlAzol Likgagent a la
muestra, mediante el homogenizador se llevé a cabo kupdién vy
homogenizacién del tejido durante 40-60 s.

2) Se incubd por 5 min a temperatura ambiente y posteriorreergBadieron 140ul

de cloroformo y se agité con el uso del vortex por 15 s.
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3) Se incubd durante 2-3 min para posteriormente centrifligain a 12,000 x g a
4°C.

4) Se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo (350ul) afiadieron 525ul de
etanol al 100%, posteriormente se mezclo por pipeteo.

5) Se depositaron 700l de la muestra en la columna y séughta > 10,000 rpm
por 15 s a temperatura ambiente.

6) Se descarta el liquido depositado en el tubo colectorgpi® el paso 5 con el
resto de la muestra.

7) Se afiadieron 700ul de buffer RWT a la columna y seiftegd por 15 s a >
8000 x g para lavar la columna, se descart6 el liquido depositado.

8) Se afiadieron 500ul de Buffer RPE a la columna y de nuewnfego por 15 s a
> 8000 x g para lavar la columna, se descarto el liquido itiepos

9) Se afiadieron otros 500ul de Buffer RPE a la columna gr#eifagd por 2 min
para secar la columna.

10) Se transfirio la columna a un nuevo tubo de 1.5ml, seie@ad30u| de agua
libre de RNAsas a la columna, se incubd 10 min y seiftggdrpor 1 minuto a >
8000 x g para eluir el RNA.

11) ElI RNA obtenido fue cuantificado y almacenado a -80°C helstaomento de

Su uso.

7.3.2 Sintesis de DNAc
Para la transcripcion reversa se utilizo el kit UnivietBANA synthesis kit de EXQON

Inc. (Woburn, MA, USA. Debido a que la cantidad de RNA en muestras como suero y
plasma no puede ser determinada con exactitud en un efpécteiro, ademas que
éste tipo de muestras pueden contener inhibidores paradaiside DNAc y para la
gPCR; se realiz6 una prueba de estandarizacion que abmsistealizar la reaccion de
sintesis de DNAc con diferentes volimenes de RNAL 2 |y 6 |, en base al
siguiente protocolo:

1. Los reactivos fueron descongelados previamentgelo.

2. Se realizaroitas mezclas de reaccion como se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4. Mezcla de reaccion para estandarizacion de sintesisDNAc
Para2 O GH § 3DUD O G| Para6 O GH §

Reactivo Volumen O VROXPHQ O/ VROXPHQ q
Buffer de reaccion 5X 2 2 2

Agua libre de 45 5 05
nucleasas

Mezcla de enzimas 1 1 1

RNA sintético spike

in Unisp6 0.5 0.5 0.5
Templado RNA tatal 2 4 6

Volumen total 10 10 10

3. Se homogenizé cada una de las reacciones mediante y&eegentrifugd para
llevar toda la mezcla al fondo.
4. Se incubo siguiendo el programa descrito en la tabla 9ganatesis del DNACc:

Tabla 5. Programa para la sintesis de DNA(

Tiempo (min) Temperatura
0
60 42
5 95

Enfriar a 4°C inmediatamente

5. Se almacenaron a -20°C hasta el momento de su uso.
El volumen de 4ul de templado de RNA para la sintesis de Cid&el indicado para

las reacciones posteriores.

7.3.3 Amplificacion de los microRNAs por PCR tiempo real
La amplificacién de los miRNAs se llevo a cabo mettiaat kit EXILENT SYBR Green

master mix y los LNA PCR primer set correspondietedase al sistema miRCURY
LNA Universal RT microRNA PCR de EXION Inc. (Woburn, MA, USA), el sistema
utiliza la molécula intercalante SYBR Green para la @#&iacsiguiendo los pasos que a
continuacion se sefialan:

1. Se descongelaron los reactivos en hielo por 15-20 mimezelaron todos los

reactivos por vortex y se centrifugaron, el mastersairn se mezcld por pipeteo.
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2. Se realiz6 la correspondiente dilucion del DNAc phaaallo a la concentracion
de 10ng requerida para la reaccion.
3. Se prepar6 la mezcla de los reactivos para el microRNArg la muestra a

amplificar como se indica en la tabla 6.

Tabla 6. Mezcla para reaccion de PCR tiempo real
Reactivo Volumen
(Hl)
EXILENT SYBR Green Master mix PCR 5
PCR primer LNA (1X) 1
Templado DNAc (10ng) 4
Volumen total 10

Se mezclo la reaccion por vortex y se centrifugd (1500d. moinuto).
El programa de PCR y el analisis con curva de disociagdlevo a cabo en un
termociclador LightCycler Nano de Roche (Basilea, Suizg) las condiciones

descritas en la tabla 7.

Tabla 7. Condiciones para el PCR tiempo real

Paso del proceso Condiciones

Activacién de la polimerasa/ .
o 95° C por 10 min
Desnaturalizacion
Amplificacién 40 ciclos de
95°C por 10 s
60°C por 1 min (1.6°C/s)

Analisis Curva de disociacion

6. Se realiz6 el andlisis de los datos.

7.3.4 VaidDFLYQ GHO PpWRGR GHCFXDiahw lad lefdzRdiay Qe
amplificacion y construccién de la curva de rango dinamico

Se construy0d una curva de regresion para cada uno de ld$Amidnalizados y del
control Spike In UniSp6 para obtener la eficiencia de #diocgdion siguiendo el

procedimiento descrito a continuacion:
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1. Se calcularon los volimenes para todas las reaccamesnplificacion
requeridas con diferentes diluciones seriadas del DNAc: 10ng, 1ng,
0.1ng, 0.01ng; cada reaccion se realizé por triplicado.

Se mezclaron mediante vortex y centrifugaron.
Las condiciones de amplificacién se especificaron mnteente en la
tabla 6

4. Una vez terminada la reaccidon con ayuda de LightCycleo Naftware

1.0 se obtuvo una grafica de la eficiencia de la amplificapara cada

uno de los miRNAs analizados (Figura 9).

o 293\
(&) 26 e
e
-0.75 0.5 -0.25 0 0.25 0.5 0.75 1 1.25
Loqiela)

Cqg=-3.35 logae(g) + 27.05, r*=0.996, Error=0.173, E=1.988 (Int)

Figura9 &XUYD GH UHJUHVLYQ SDUD YI.CGLd®rirE conQen@addion iRigiaVdeG R
DNAc utilizado en cada reaccion de PCR para evaluar la efiaietecla amplificacion. RSq3r El
cuadrado del coeficiente de regresion nos indica comaistm@jnuestros datos a la linea. El analisis de
regresion lineal de la curva estandar debe mostrar @eoatelacién (un coeficiente >0.98). El intercepto
(b): da una idea de que tan sensible es el ensayo. Seigi€mero de ciclos necesarios para que el blanco
ya no esté presente en la reacciéon de PCR tiempo real.

El programa calcula automaticamente la eficiencia de doguibn para cada curva de

regresion a partir de la pendiente:

Férmula 1: —— .
[ Ef|c|enc|a = [10(-1/pend|entel_1 ]

Una vez que se comprobd la eficiencia de amplificacioa garla uno de los miRNAs y
el normalizador UniSp6 (eficiencia de 90% - 110%), los datos; dee€dn sustituidos
en la siguiente ecuacion para realizar el calculoGle

Formula 2:

[ “Ct = Ct miRNA £C; Spike UniSp6 ]

Se graficoH O Y D O R toniEakel bgaritmo de la concentracion y la pendiate la
recta obtenida mediante esta graficd H ” SDUD FDGD XQR GH ORV PL!
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lo cual indicé que la eficiencia de amplificacion de ambasciones es la misma y le da

validez al método de cuantificacion relativa. (Schmitfgleamas D, 2008)

7.3.5 Cuantificaciéon de los microRNAs por el método 294W
Una vez que se validoé el método de cuantificacion relasieaprocedio a realizar el

calculo para cada una de las muestras. La media desa®ldnhiRNA en cierta muestra
se normalizé con la media de los Cts del Spike UniSg&sammisma muestra, aplicando

la siguiente férmula: con la formula:

Foérmula 3: [ "Cy = Ct miRNA +C; SpikeUniSp6 ]

Ya normalizados los datos, se procedio a comparar cqattsipantes del estudio de la

manera siguiente:

Formula 4: [ " "Ct = "Ct miRNA omnivoro *"C; miRNA veganos ]

Formula 5:

e ]

Se obtuvieron los valores 24%Ye todos los participantes del estudio en el grupo que

consumid carne de cada tiempo postprandial (2, 4 y 6 gngmicomo calibrador el
valor “"C; promedio del grupo control vegano de las muestras en caai@otie
Cada muestra se analizé por triplicado incluyendo édeSipi UniSp6, ademas de contar
con controles negativos sin templado. Se utilizdé elké&pin UniSp6 para la
normalizacion debido a la falta de controles endégenablestdos para normalizacion
en muestras de suero y plasma. (Kroh, et al., 20%6hmittgen Thomas D, 2008)

De esta manera, se obtuvo el resultado de cuantas seespresa cada microRNA en
el plasma de los participantes del estudio tras la ingeskadieta con carne comparado

con el grupo control de ingesta sin carne
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7.4 Andlisis estadistico del nivel de expresion de los microRNAs

Se determind la distribucion normal de los niveles deesigon para todos los miRNAs
analizados en todas las muestras mediante la prueba e dtrbv-SmirnovAdemas,
se realizé la estadistica descriptiva con los valgre$ Ye ambos grupos de estudio de
cada uno de los tiempos (0, 2, 4y 6 h).

Se evaluo la expresion diferencial entre sujetos wgesita de carne y el grupo control
mediante la prueba t-student y la expresion diferenaialdiferentes tiempos
postprandiales comparado con la expresion en ayuni@gndd la prueba ANOVA

Se realizaron correlaciones de Pearson para asosianileles de expresion de los
mMiRNAs con la ingesta o no de carne y con parametrospantkiricos y bioquimicos.
Valores de p < a 0.05 fueron considerados como estadistitarsignificativos. El
analisis de los datos se realizo con el uso de IBM SR&iStics 20 (IBM SPSS Inc.).
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8. RESULTADOS

8.1 Reclutamiento, seleccion de los participantes e intervencion @studio
El proyecto de investigacion y el consentimiento infatonéue presentado y aprobado

por el Comité de Bioética y Bioseguridad en investigacidrgdgio Christus Muguerza
el dia 13 de mayo del 2015 (Anexo 2). Después de la aprobadidmabajo de
investigacion se procedié al reclutamiento y selecciérodeparticipantes del estudio
mediante invitacion y sesiones de informacion durahpeodo 15 de mayo al 27 de
junio del 2015.

De los sujetos evaluados 35 fueron potencialmente elegiatasparticipar en base a los
criterios de inclusion, sin embargo 5 sujetos declinarewipra la realizacion de los
estudios de laboratorio y 1 sujeto se retir0 antes debiret intervencion
correspondiente a la dieta, obteniendo una muestra dejéi®ss 14 en el grupo con
intervencion con carne de res y 15 en el grupo contegafw) con intervencion sin

carne de res (Figura 1.0

Reclutamiento

Evaluados como

elegibles (n=35) | Declinan participar previo
a realizacion de estudios

Asignacion de de laboratorio: 5
intervencion
Grupo con Consumo de carne de Grupo sin consumo de
res (n=15) carne de res (n=15)
-Recibieron intervencién (n= 14) -Recibieron intervencion
-Sin intervencién (n=1 se retira (n=15)
antes de la intervencion) -Sin intervencién (n=0)
Seguimiento
-Procedimientos -Procedimientos
completos (n=14) completos (n=15)
-Procedimientos -Procedimientos
incompletos (n=0) incompletos (n=0)
Andlisis

Analizados (n=29)

Figura 10. Diagrama de flujo de los participantes del estudio35 sujetos resultaron potencialmente
elegibles, retirandose 6 durante las etapas del proyecsnje&26s completaron los procedimientos, por lo
cual se obtuvieron un total de 116 muestras de plasma @elugdiempos de toma de muestra (0, 2, 4y 6
horas).

50



Los participantes del estudio se sometieron a cuestisnde habitos de alimentacion,
llenado de historias clinicas (anexo 3), valoraciones ponétricas y bioquimicas para
corroborar su inclusion en el estudio. En la tabla 8mseestran parte de las
caracteristicas generales de los participantes del estudio

Tabla 8. Caracteristicas generales, antropométricas y bioquinas de los participantes
Caracteristica General Grupo Grupo control
(n=29) omnivoro vegano (n=15)
(n=14)
Edad (afios) X + DE 24.14 +3.56 22.79 +3.06 25.40 +3.62
Sexo Hombre 14 (48.3%) 6 (42.8%) 8 (53.3%)
Mujer 15 (51.7%) 8 (57.1%) 7 (46.7%)
IMC X+ DE 22.61 +2.54 22.16 + 2.68 23.05 £2.42
% de grasa Hombre 21.15+5.10 22.60 +3.99 20.25 +5.75
corporal
X+ DE -
Mujer 31.66 +4.79 30.38 £5.44 33.31+£3.51
% de masa Hombre 39.06 £3.19 38.38 £2.70 39.48 +3.57
muscular
X+ DE Mujer 27.61 £1.88 27.66 £2.35 27.53 £1.05
Hemoglobina X+ DE 13.88 +1.41 13.53 +1.37 14.21 +1.42
(g/dL)
Glucosa (mg/dL) X+ DE 83.17 £9.85 83.64 £10.61 82.73 £9.44
Colesterol sérico X+ DE 153.66 +28.31 | 162.14 +26.13 145.7 £+28.8
(mg/dL)
HDL sérico X + DE 50.76 +14.1 50.57 +12.44 50.93 +15.94
(mg/dL)
LDL (mg/dL) X + DE 87.03 £22.93 95.00 £21.92 79.60 +21.98
Triglicéridos X+ DE 77.31 £42.33 78.50 £35.49 76.20 £49.1
(mg/dL)

Los sujetos se encontraron dentro de los valores nesreal cada uno de los parametros
y no se encontraron diferencias significativas eelrgrupo de estudio y el grupo

control; por lo cual se procedié a citarlos para laretecion que incluia la toma de
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muestras y la dieta. Los participantes acudieronrgdaviencion con 12 h de ayuno y se
realiz6 la toma de muestra correspondiente al tiempgmo$terior a ello recibieron la
dieta con carne de res y para el grupo control sin csrmes, en la Figura 11 se muestra

el tiempo de alimentacion brindado.

Figura 11. Intervencién de la dieta correspondiente a utiempo de comida (A) dieta para el grupo
con consumo de carne de res. (B) dieta para el grupo corggaln©).

Posterior a la dieta se realizaron las tomas de nagsede sangre a las 2, 4 y 6 h

postprandiales para obtener el plasma de ambos grupasidie es

8.2 Perfil de expresion de miRNAs posterior a la ingesta de carde res mediante
analisis piloto por NGS
El analisis piloto por NGS fue realizado con cuatro muesti@sprovenian del tiempo

0 y 4 h del grupo con consumo de carne de res y las otsadetibempo O y 4 h del
grupo control. Las muestras fueron enviadas a la compafia 8edM&, Fremont,
CA. Se recibieron las cuentas totales de los miRNAs en waalae las muestras, un
reporte de calidad de las bibliotecas para la secuencipd@expresion diferencial de
los miRNAs en el tiempo basal y postprandial con cuatatisis
1) los niveles en ayuno de miRNAs en el grupo omnivoro compacadolos
niveles del grupo control
2) los niveles de miRNAs a las 4 h postprandiales comparaaldosoniveles en
ayuno en el grupo omnivoro
3) los niveles de miIRNAs a las 4 h postprandiales con refexa los niveles en

ayuno en el grupo control
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4) los niveles de miRNAs a las 4 h postprandiales en el groptivoro con
referencia al grupo control.

La lectura final con secuencias de 50pb de las bibliotecasRIg#As se realizaron con
el instrumento Illlumina HiSeq 2000. Las lecturas se trasladaformato FASTQ para
su andlisis y solo lecturas mayores a los 16 nucleétido®riuenantenidas para el
analisis posterior. La figura 12 muestra la calidad de lA®tdcas en base a valores Q
donde se observan valores de 40 que corresponden a una buwathdmlias bibliotecas
para la secuenciacion. Las lecturas de RNAs pequefios fasigmadas al genoma de
referencia humano hg38 mediante Bowtie y las secuedeiasiRNAS identificadase
contabilizaron mediante HTSeq-count utilizando la refgeenproporcionada por
miRBase v20. (miRBase, 2014)
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Figura 12. Calidad de las bibliotecas para la secuenciacion por SeqMatiLC, Fremont, CA.

La corrida de las bibliotecas de miRNAs fue desarrolladadgs|llumina HiSeq 2000. La grafica muestra
los valores Q los cuales indican la probabilidad paeauna base dada sea incorrecta por el secuenciador,
valores Q de 30 tienen una exactitud de 99.9%. Las bames anuestran las lecturas con valores Q
menores a 30 y las barras verdes las lecturas con wv&)oneayores a 30 representando el 89.4% de las
lecturas totales.

El andlisis de expresion diferencial de los miRNAs se dakarcon los recuentos de
MIRNAs utilizando DESeq2. Obtuvimos el panel de los miRNAs gquensengaban
diferencialmente expresados a nivel basal en el grupo eta dinnivora comparado

con la expresion en el grupo control vegano. En el analisi éstos resultados nos
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enfocamos en los miRNAs que se encuentran mayormentesagps en el tejido
muscular de bovino y aquellos miRNAs reportados que se wedifde manera
endégena debido a un consumo incrementado de carne de resspusta a patrones
dietéticos (Gu, et al., 2007) (Humphreys, et al., 2014) (Taretlal., 2014) (Dever, et

al.,, 2015) En base a esto se encontr6 que rhg&-192-5p se encuentra incrementado
7.67 ecesen el grupo con un régimen dietético omnivoro con respgciupo control
vegano y hsaniR-22-3p se vio disminuido 6.8 veces en el grupo omnivoro en
comparacion con el grupo vegaribigura 13). Los demas miRNAs no mostraron
diferencias importantes en su expresion basal por telggm régimen dietético
particular (hsaniR-1-3p: 1.73 veces, hsa-miR-92a-3p: -0.27 veces en el grupo con dieta

omnivora con respecto al grupo control vegano).
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Figura 13. Niveles de expresion basales de los microRNAs 192, 92, 22 gn el grupo con dieta
omnivora con respecto al grupo control mediante NGEI tiempo basal de un panel de microRNAs se
analizé por NGS en la muestra del sujeto omnivoro tomeahm referencia la expresion del sujeto con
dieta vegana (control). La barra azul y morada muestramananiento en la expresion de miR-192
miR-1 en cambio la barra roja y la barra verde muestran unandisidn en la expresion de miR-92a y
miR-22 respectivamente.

54



En cuanto a los cambios en los niveles de expresion aeiRI$As de interés posterior
al consumo de la dieta, el grupo omnivoro a las 4 h despuagsid¢a con carne mostro
5.57 veces incrementada la expresion denhiga22-3p comparado con los niveles de
expresion en el tiempo basal (0 h), hsa-miR-1-3p se meistrdambios relevantes con
un incremento de 0.17 veces posterior a la dieta con tespesu nivel basalSin
embargo es importante mencionar que en el grupo control vegano queeiro@® una
dieta sin carne también se mostraron pequefios cambilos @iveles de expresion de
los miRNASs a las 4 h postprandiales: msiR-1-3p se incrementd 1.67 veces, hai-
22-3p incrementd 0.99 veces (Figura Y4hsa-miR-26a-5p se increment6é 1.17 veces
con respecto al tiempo antes de la ingesta (resultadosstoados).
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Figura 14. Expresion diferencial de miR-1y 22 en el tiempo ptprandial con referencia a los niveles
basales mediante NGS.os microRNAs 1 y 22 se analizaron por NGS en dos muetgrasnivoros y
veganos tomando como referencia su expresion basal tresped.a grafica muestra los niveles de
expresion diferencial de miR-1 (barras moradas) y miR-22 (baema®s) del sujeto omnivoro y del
control a las 4 horas postprandiales comparado con sustresp@iveles en ayuno.

En la figura 15 se muestran los cambios en los niveles ples&n de los mMIRNAs de
interés a las 4 h postprandiales en el grupo que recieivéntcion de la dieta con carne
de res con respecto a los niveles de expresion a las 4tprgmoliales en el grupo
control. Los resultados mostraron un incremento de teb&s de hsa-miR-1-3p y

disminucion de 1.29 veces de hsa-miR-22-3p posteriores a fddrdge carne.
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Figura 15. Niveles de expresion postprandiales de miR-1 y 22 engelpo con dieta omnivora con
respecto al grupo control mediante NGSEI tiempo 4 horas postprandial de un panel de microRNAs se
analizé por NGS en el grupo omnivoro tomando como eeféa la expresion en el grupo vegano
(control). La barra morada muestra una expresion incremerde miR-1 mientras que la barra verde
muestra una disminucion en la expresién de miR-22 en elvoron€omparada con la expresion del
control.

En resumen, los resultados de NGS mostraron que al camglaiempo postprandial
del grupo omnivoro con el grupo vegano se observé incredwerid4 veces la
expresion miR-1 mientras que miR-22 se mostro disminuido 1.28svdambién se
encontré a las 4 h un incremento de la expresion ddedetre miR-22 y miR-1 (5.5Y
0.17 veces respectivamente) en el grupo omnivoro y en el ovesgaimcrementaron
miR-1 y miR-22 (1.67 y 0.99 veces respectivamente). AdemasjVieles de expresion
en ayuno del sujeto omnivoro mostraron un incrementoidel8? y una disminucion
de miR-22 y comparado con la expresion del sujeto vegano.

Lo anterior fue analizado en la siguiente sec@&ariodas las muestras mediante PCR
tiempo real, ya que el analisis piloto al ser realizadopewando so6lo una muestra de

cada grupo representa una alta variacion individual.

8.3 Niveles de expresion de miRNAposteriores a una dieta con carne mediante
PCR tiempo real
En base a los resultados obtenidos en el analisis paletaletermind realizar la

cuantificacién de los siguientes miRNAs:
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1) hsamiR-1-3p debido a los cambios encontrados en el andlisis por B&EGEn
microRNA especifico de musculo y se encuentra en cigrmes cocida.

2) hsa-miR-22-3p ya que se encuentra en carne de res, aunquenenesn
proporciones, sin embargo, el andlisis por NGS mostrd carabigs expresion
posterior a la dieta.

3) hsamiR-192-5p, se analizd sblo en tiempo basal debido a lostadssl del
andlisis por NGS, en los cudles se encontr6 diferencitdgnmepresado en el
grupo omnivoro comparado con el vegano en ayuno.

4) hsamiR-10b-5p debido a que Dever et al., en el 2015 muestra que es el
mayormente expresado en carne de res posterior a us@eEeoccion.

5) hsamiR-92a-3p, se analizé soélo en tiempo basal como controiyimsitebido a
gue Taralloet al (2014) lo encontraron incrementado en personas veganas en

comparacion con un grupo omnivoro.

8.3.1 Estandarizacion de sintesis de DNAc y validacion del método de
cuantificacion relativa

Previo a la realizacion de los ensayos por gPCR en lidtmtade las muestras, se
procedio a la estandarizacion de las reacciones dsiside®NAc y a la validacion del
método de cuantificacion relativa. La estandarizaciotadgntesis de DNAc se realizo
en base a la recomendacion del proveedor el cual nmandiesarrollar reacciones de
retro transcripcion con diferentes volimenes de Rék0 debida que los biofluidos
como el plasma contienen bajos niveles de miRNAs,ntdzal de RNA en éste tipo de
muestras usualmente no puede ser determinada con exactitugnteedin
espectrofotometro como el nanodrop, ademas, la presenciahitbedores en éstas
muestras suele ser en altos niveles; el protocolo mengiodan lugar de realizar las
reacciones de sintesis de DNAc en base a una concéntrdei RNA se utilizan
diferentes volimenes de RNA de 2 4 |y 6 | para cada reaccion de retro
transcripcion. Posteriormente se realizo la reacd®rPCR amplificando el Spike In
UniSp6 obteniendo los Cts. Los resultados de la tabla 9 ranegpte al incrementar el
volumen de RNA los valores Cts se reducen, esto proparcioa idea de la presencia

de inhibidores en la muestra de plasma. Los valores liénidos con 4 | fueron
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adecuados y se decidi6 realizar la totalidad de las reascam sintesis d@NAc con

éste volumen.

Tabla 9. Estandarizacién de sintesis de DNAc col
diferentes volimenes RNA
Muestra Volumen RNA Ct
()

O-t0 2 19.85
O-t0 4 18.60
O-t0 6 20.36
O-t4 2 23.26
O-t4 4 19.45
O-t4 6 19.41

Negativo 0 --

3DUD OD YDOLGDFLYQ GHO PpWRGNRcHBRHOG velicemia HeFDF Ly Q
amplificacion y se construyeron las curvas de rango dew@mara miR-1, miR-10b,
miR-22, miR-192, miR-92a, miR-16 y del Spike In UniSp6. Las canaeiones de
DNACc utilizadas para el calculo de cada curva de rango dindmécon de 10 ng, 1 ng
0.1 ng y 0.01 ng. Los valores de eficiencia de amplificad@nada miRNA y del Spike
In UniSp6 se muestran en la Tabla 10, todos presentarorevader eficiencia de
amplificacion entre 90 y 110% lo cual es adecuado para kzaeah del analisis de

expresion geénica.

Tabla 10. Eficiencia de amplificacién y rango dinamico de cada
microRNA
Primer / o . .
] Eficiencia Rango dinamico
microRNA

UniSp6 92% --
hsamiR-16-5p 92% 0.022
hsamiR-1-3p 93% 0.0284
hsamiR-10b-5p 98.5% 0.0842
hsamiR-22-3p 92.4% -0.001
hsamiR-92a-3p 92.3% 0.0076
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hsamiR-192-5p 98.8% 0.0557

Posteriormente, se obtuvo el rango dindmico, la tablani®stra los valores de la
pendiente obtenidos; en la figura 16 se muestra la ggdi@amiR-1 donde la pendiente
obtenida (0.0284) se encuentra dentro del rango indicado peaidacion del método

de cuantificacién (< 0.1), esto indica que la diferencitaexpresion entre el Spike In'y
el miRNA no presenta variaciones significativas en déerentes concentraciones
probadas. El andlisis de validacion@e P p W R GeRredlizdNpara cada miRNA, en el
cual se obtuvieron los valores de rango dindmico adecuados aparartificacion

relativa.

y =0.0284x - 2.7135

2.5 =1.5 -0.5 0.5 1:5 2.5

e .9

Figura 16. Curva de rango dinamico de miR-1 para la validaci® del método * O & ¥vediante qPCR.

La gréfica muestral FXUYD GH UHJUHVLYQcdatkh € IBgéritvnD @eRad Eb¥caatthciddes

de DNAc XWLOL]DGDV OD SHQGLHQWH GH GRDGUHHOFWDQJR HV WH BHMHFKIHZ;
para la validacion del método de cuantificacién relativa.

En cada una de las reacciones de amplificacion mediaiRes®@alizo el analisis de la
curva de disociacion para mostrar la amplificacion dfipaalel producto esperado. La
Figura 17muestra una representacion de las curvas de disociadiémd#s en las que

se observo la ausencia de amplificaciones inespecificas.
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Figura 17. Curvas de disociacion representativas obtenidas en las reamnes de amplificacion por
gPCR. La figura muestra la representacion de las curvas de alis@ciobtenidas en cada una de las

reacciones por PCR tiempo real, los diferentes col@msesentan las curvas de reacciones diferentes
observando la amplificacion especifica del microRNA iaaeb.

8.3.2 Deteccion de miR-1, 10b y 22 en carne de res posterior a uogeso de
coccion convencional.

Previo a los ensayos de gPCR en la totalidad de las mugstrda cuantificacion
relativa de los miRNAs, se procedi6 a verificar laspreeia y estabilidad de losRNAs
de bovino homdlogos a miRNAs humanos en carne de resripost un procesamiento
basado en calor como lo es la coccidn convencionakmhewgols. en 2015 mostraron la
sobrevivencia de miRNAs en tejidos de bovino después de meétiedpseparacion
basados en calor, por lo que se corroboré con nuestnendd proporcionado en la
intervencion. En la figura 18, se muestran los valores@tlos cuales amplificaron los
mMiRNAs de interés en nuestro estudio en la carne de res gmrumzada utilizada en la
intervencion. Los resultados muestran gquoiR-1-3p fue el microRNA que amplifico
primero teniendo un valor Ct promedio de 17.07 £0.036 en la cauda mientras que
en la carne cocida tuvo un valor Ct de 20.42 +0.009, miR-10bbelfsegundo que
amplificé con Ct promedio de 19.43 £0.028 y 22.87 + 0.172 en la cames deuda y
cocida respectivamente, mientras qui-22-3p fue el tltimo en amplificar con valores
Ct promedio de 21.81 +0.052 en la carne cruda y 25.41 +0.067cami cocida. &
amplificacién a ciclos tempranos refleja que los miRNst&® en mayor concentracion

en la muestra comparado con la amplificacién a ciolds tardios. Los resultados
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muestran que miR-1, miR-10b y miR-22 permanecen en la carres d€in después de

una preparacion basada en calor convencional.

301
Bl miR-1

Bl nir-22

20 miR-10b

Valor Ct

104

Figura 18. Amplificaciéon de miR-1, mR-10b y miR-22 en carne de res cruda y posterior a un
proceso de cocciénlLa grafica muestra los valores Ct promedio con desviasstdndar para miR-1-3p,
miR-10b-5p y miR-22-3p en carne de res cruda y posterior a un métpdepgdeacion basado en calor.

8.4 Modulacion en los niveles de expresion de microRNAs basalepagsteriores a
una dieta con carne

Una vez realizada la estandarizacion de las reaccideesanscripcion reversa y
validado el método de cuantificacion relativa, se llewaaaabo los ensayos por gPCR
en la totalidad de las muestras (basales, tiempos 2, 4pp&prandiales) para cada uno
de los miRNAs incluido el Spike In UniSp6, cada reacciomesdizd por triplicado y
con controles negativos donde no se incluyé templad@N&Ac de cada una de las
muestras fue llevado a una concentracion de 10ng/ul.

Se determiné si un régimen dietético podria inducir elifeias en la expresiéned
mMiRNAs enddgenos evaluando los niveles de expresion basaleayeo) de los
mMiRNAs establecidos previamente en el grupo con régimen idietémnivoro
comparado con los niveles de expresion basales del grupégioren dietético vegano.
La figura 19 muestra que todos los miRNAs evaluados presentadisminucion en su
expresion en el grupo omnivoro comparado con el grupo vegaaaniR-1-3p se
presenta disminuido 0.86 +£3.64 veces, msR-10b-5p -0.90 +2.44 veces, hgaR-22-

3p -1.18 +£3.59 veces y hsaiR-92a-3p disminuido 1.36 £2.19 veces en el grupo con

régimen dietético omnivoro comparado con el grupo contral dieta vegana. Sin
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embargo, ninguno de éstos se mostrd diferencialmente sedo® de manera
significativa, Unicamente hsa-miR-192-5p obtuvo niveles de exprésisales de -2.32
+3.022 veces, fue diferencialmente expresado en el grupo amrdemparado con el
grupo con dieta vegana (p: 0.013).

Ademas, para verificar si la expresion de miR-192 estalaionada al consumo de
carne se realiz6 una correlacion de PeansiiR;192 se correlacion6 de manera positiva
en los individuos veganos (correlacion de Pearson: 0.4660.p%l); es decir la
expresion de éste miRNA es mayor en individuos que nsucoen carne.

NS NS NS NS

Expresién relativa

* *p= 0.013

Figura 19. Disminucion en la expresion diferencial basalle miR-192-5p en plasma del grupo con
régimen dietético omnivoro mediante qPCRLa gréafica muestra los niveles de expresién basales
(ayuno) de miR-1, 10b, 22, 192 y 92a analizados mediante gPCRyempelomnivoro comparado con el
grupo con dieta vegana (control). Cada reaccién de qPC&akedrpor triplicado normalizando con el
Spike In UniSp6. n=29 (Grupo dieta omnivora: 14, Grupo dieta vegane&sd pyesentan las medias con

su = SEM, *p<0.05. NS: no significativo.

Ademas, se realizaron pruebas de correlacion con l@mp&ios antropométricos y
bioquimicos de los participantes del estudio y los nivelsalbés de expresion para
observar si éstos factores tenian impacto en los sideldos miRNAs. Los resultados

mostraron queniR-10b se relaciond de manera negativa con el indiceasa @orporal
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(correlacién de Pearson: -0.395 p= 0.034), con los niveles dsteall total sérico
(correlacién de Pearson: -0.435 p= 0.018) y con los nivelea tigoproteina de baja
densidad (correlacién de Pearson: -0.406 p= 0.029).

En referente a los cambios en los niveles de expresiagmnRid, miR-10b y miR-22 en
plasma posteriores a la ingesta de una dieta con darres y sin carne de res (control)
se analizaron los valores de la expresion de éstodlAtfbasales y de los tiempos
postprandiales teniendo como calibrador al grupo contr@nggesto para determinar si
existia diferencia significativa en la expresion de loRMAs después de la ingesta de
carne comparado con la expresion después de la ingestarsin La figura 20 muestra
los resultados obtenidos de los niveles de expresioneddia para miR-1 a los
diferentes tiempos posteriores a la dieta. A lagp@dteriores a la dieta se incremelato
expresion 1.59 £3.29 veces en el grupo omnivoro comparado goupel control, sin
embargo, a las 4 y 6 h posteriores al consumo de cames de observaron valores de
expresion semejantes al grupo control (4 h: -0.52 +6.81 y®013 +4.21). En ninguno
de los tiempos posteriores al consumo de carne semitebenn incremento significativo
en la expresion de miR-1 comparado con los niveles de @prpssteriores a la

intervencion control.

=®- Omnivoros
- Veganos

Niveles de expresién de miR-1

Horas postprandiales

Figura 20. Niveles postprandiales de la expresion diferencial dmiR-1 en los grupos omnivoro y
vegano por gPCR Se muestran los niveles de expresion en plasma del gruptvoomry vegano
posteriores a la ingesta de la dieta brindada tomando aiboador el grupo control. En ninguno de los
tiempos postprandiales se mostraron incrementos sigiifisgposteriores al consumo de carne. Cada
reaccion de gPCR se realizd por triplicado normalizando $pike In UniSp6. n=29 (Grupo dieta
omnivora: 14, Grupo dieta vegana: 15). Se presentan lasswediau + SEM.
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Otro de los miRNAs evaluados fue miR-22 debido a que se encueeseni@ en la
carne de res cocida, aunque en menores proporciones Rtk ymiR-10b, ademas, en
el andlisis por NGS se observo un incremento en su expradas 4 h posteriores a la
dieta con carne de res. La figura 21 muestra que miR-28 @ h postprandiales se
presentd disminuido en su expresion 2.32 +5.77 veces en el goupoarne de res
comparado con su expresion a las 2 h postprandiales en elogmntpal. Posteriormente,
a las 4 y 6 h postprandiales se observé un incrementis eralbres de expresion en el
grupo omnivoro (4 h: -0.07 £3.44 y 6 h: -1.45 +4.17) pero no fueronregyo los
niveles observados en el grupo control. Debido a lo antedme metectd una expresion
diferencial significativa de miR-22 en ninguno de los tienmpasteriores al consumo de

carne comparada con los niveles de expresion posteri@estarl/encion control.

=®= Omnivoros
Veganos
A g

Niveles de expresion de miR-22

Horas postprandiales

Figura 21. Expresién postprandial de miR-22 en plasma de los grupos omnivoro y vegano mediante

gPCR. La gréfica muestra los niveles de expresion en ambos gpgstariores a la ingesta de la dieta
tomando como calibrador la expresion en el grupo con diginee(control). En ninguno de los tiempos
postprandiales se mostré6 un cambio significativo en la siprale miR-22 posterior al consumo de
carne. Cada reaccion de gPCR se realizd por triplicado ripamadd con el Spike In UniSp6. n=29

(Grupo dieta omnivora: 14, Grupo dieta vegana: 15). Se paadastmedias con su = SEM.

Se evaluaron también los cambios en los niveles de @mpmrs miR-10b posteriores a
la intervencion en ambos gruposa figura 22 muestra que a las 2 h postprandiales los
niveles de expresién son semejantes en ambos grupos,+D1B veces en el grupo
omnivoro con consumo de carne de res comparado coapal gegano. Sin embarga,

las 4 y 6 h posteriores al consumo de carne de rebssevo un decremento en los

valores de expresion en el grupo omnivoro comparado conp gontrol (4 h: -1.26
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+1.50y 6 h: -1.13 £2.88). Es dean ninguno de los tiempos posteriores al consumo de
carne se determind un incremento en la expresionedid@l de miR-10b comparada

con los niveles de expresion posteriores a la intervermciatrol.

-
1 Omnivoros
0-
Veganos

A

Niveles de expresién de miR-10b

Horas postprandiales

Figura 22. Expresion postprandial de miR-10b en plasma de los grupasmnivoro y vegano.La
grafica muestra los niveles de expresion en ambos gruposigrestea la ingesta de la dieta tomando
como calibrador la expresion en el grupo con dieta vefgammdrol). En todos los tiempos postprandiales
se mostré un decremento, aunque no significativo de IRposterior al consumo de carne. Cada
reaccién de qPCR se realizd por triplicado normalizando Suike In UniSp6. n=29 (Grupo dieta
omnivora; 14, Grupo dieta vegana: 15). Se presentan lassneedigu + SEM.

En resumenlos niveles de expresion diferencial de miR-1, -22 y -10ipmesentaron
incrementos significativos posteriores a la dietaespondiente a un tiempo de comida
con carne de res comparados con los niveles de exprsi@h grupo vegano. Los
resultados contrastaron con lo presentado mediante NG#8ge ddiR-22 se mostro
incrementado a las 4 h posteriores al consumo de careegeupo omnivoro, mientras
gue miR-1 se incremento6 en el grupo vegano a las 4 h pudidess comparado con sus
niveles basales. El analisis por qPCR de la expresion Has#ds microRNAs de
muestras en ayuno de sujetos omnivoros mostré disminaitoifR-1, 22, 10b, 92a y
192 en comparacion con los niveles de expresion de suggasos, sin embargo, sélo
miR-192 fue estadisticamente significativo, ademas seelaoiloné su expresion
positivamente en sujetos veganos, lo cual contrastdocobtenido mediante NGS en
dbénde se mostré un incremento en la expresion basalRid9ai en el sujeto omnivoro

comparado con la expresion basal del sujeto vegano.
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9. DISCUSION

La transferencia horizontal de miRNAs entre especieglaso entre reinoyg a traves
de la barrera intestinal es un tema que presenta pevsgeeti la regulacion génica por
lo que continua auel debate de la transfereacde miRNAs en diferentes organismps
alimentos (Zhang, et al., 2012) (Baier, et al., 2014) (Dickinsol., 2013) (Snow, et
al.,, 2013) Ademas, el estudio del efecto de la dieta en la modulat@dlos mIRNAs
enddégenos continda creciendo dada la importancia de lagdacambientales como
reguladores en la expresién génica y su asociacion catesarrollo de diversas
enfermedades. Un ejemplo de como la alimentacion puede prevgeimover el riesgo
a patologias es el alto consumo de carne roja, ebheusido implicado como un factor
potencial de riesgo para el desarrollo de cancer colalr@&/orld Cancer Research
Fund, 2007). Por lo cual, el objetivo de la presente tesisistio en determinar si el
aumento de la expresion de los microRNAs en plasmaahomnes debido a la
transferencia de miRNAs proveniente del consumo de urpdiede alimentacion con

carne de res.

La estrategia experimental consistid en obtener muedegdasma de personas con
régimen dietético omnivoro para la dieta con carneedey de un grupo control de
personas con régimevegano. El control se incluyd debidoque la similitud de las
secuencias complica realizar el analisis separativoildblAs enddgenos y los miRNAs
provenientes de la carne (Witwer, 2012) (Igaz & lgaz, 2(&) lo que la inclusion del
grupo vegano permitid determinar si los cambios en la exprels los miRNAs son un
efecto del consumo de carne o un efecto del procesantkngdcion. Posteriormente, se
utilizé un panel de miRNAs en cuatro muestras por NGS basadbamalisis enfocado
en los miRNAs encontrados por Dever y cols. en tejidsamlar de bovino resistentas
un proceso de coccién. Ademas, se analizé todo el paretptarminar si un régimen
dietético omnivoro o vegano puede inducir diferencias erpgeesion basal de miRNAs
tomando como control positivaniR-92a debido a lo reportado por Tarallo y cols.

(Tarallo, et al., 2014). Finalmente, se cuantifico la esiprede los miRNAs mediante
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gPCR en la totalidad de las muestras basales y postpesnd@& los dos grupos del
estudio.

Los resultados del andlisis de los niveles basales (ti@npediante NGS mostraron un
incremento de miR-192 (7.67 veces) y miR-1 (1.73 veces) y snardicion de miR-22
(6.8 veces) y miR-92a (0.27 veces) del sujeto omnivorgoamado con la expresion
basal del sujeto veganen contraste por gPCR se mostré disminuida la expreaisal b
de miR-192 (2.32 veces) de forma significativa avalado por una coidelae Pearson
y una disminucién no significativa de los niveles de loRM#As 1, 10b, 92a y 22 en el
grupo omnivoro comparado con el grupo vegano.

Los resultados obtenidos por qPCR difieren con los ssksdt mostrados mediante
NGS; las posibles explicaciones a las diferenciasereem que el panel de miRNAs
mediante NGS fue un analisis piloto de s6lo dos muestrsalelsa una del grupo
omnivoro en comparacion con una del grupo vegano, lo guetpezl incremento de
sesgo Yy variabilidad. Normalmente se recomienda un mininieesleéplicas con el fin
de realizar una buena comparacion de expresion. Una condpadecexpresion de uno
a uno es inexactalebido a la gran cantidad de falsos positivos por las cianes
individuales. El analisis por NGS no puede ser consideradesesgativo, sin embargo,
se tuvo que realizar bajo esa circunstancia debido apardislidad de recursos, para
posteriormente validar el andlisis mediante qPCR. Latdigacion por qPCR tiene
mayor significancia estadistica debido a que fueron anakzdal totalidad de las
muestras y cada ensayo fue realizado por triplicado.

Otra explicacion es la diferencia basada en las tégnedaanalisis por NGS brinda el
panel de miRNAs mientras que los ensayos por qPCR estéfiadbs para una
secuencia especifica de miRNAdicionalmente, la técnica de gPCR ofrece una mas

alta sensibilidad comparada con NGS (Blondal, et al., 2013)

Respecto al resultado de la disminucion en la expresiomiBel92 en el grupo
omnivoro comparado con el grupo vegaadn no existen estudios que evallen la
expresion del miRNA en sujetos omnivoros con consugtuénte de carne comparado
con sujetos veganos o bajo un régimen dietético eniéispe®entro de las funciones

de miR-192 se encuentra que es un regulador positivo de p53atemarsupresora de
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tumor, ademas, la expresion de éste miRNA se ha vigeoaseente reducida en algunos
tipos de cancer de colon (Feng, et al., 2011).

La disminucion de la expresion de miR-92a basal obtenidd g@rugo omnivoro por
gPCR, aunque no es significativa apoya los resultadosidbsepor Tarallo y cols. ya
gue estos autores encontraron niveles de expresion indesfosre miR-92a en plasma
de individuos veganogn comparacion de individuos con dieta omnivora también
mediante gPCR. Estos autores también correlacionarormifgeéd2a en plasma fue
menormente expresado en personas que comen carneaigho(Tet al., 2014)
Posiblemente se requiera un mayor numero de muestraglpangar la significancia
estadistica en la disminucion de la expresion de miR-BRmiola en la presente tesis.
Sin embargo, existen algunas otras diferencias entestagios que contribuyen a que
no se haya replicado la significancia estadistica, mbhoa estudios la muestra fue
pequefia lo que incrementa el sesgo y dificulta la reproddeitjlademas, las muestras
provienen de diferente poblacion, lo que conlleva a ditgasrgenéticas ademas de las

variaciones fisiologicas individuales (Lohmueller, 2014)

La importancia de evaluar la expresionrmdidR-192 ymiR-92a recae en que han sido
aciados con cancer colorrectal debido a gueexpresion se ha relacionado con
procesos de invasion y metastasis (Vlachos, et al., 20i)tyra, et al., 2008)
(Inomata, et al., 2009s sabido que dentro de los factores de riesgo ambientedes! pa
cancer colorrectal esta la dieta y en especifico ebwono alto de carne roja y carne
procesada., dentro de la presente tesis la expresiomRi292 se encontrd disminuida
en el grupo omnivoro, éste miRNA es un regulador positesp53 y su expresion se ha
visto reducida en diversos tipos de cancer de colon, Ippmi@ablemente explique la
relacion entre el consumo de carne roja y el riesgeeinentado a cancer colorrectal
(Schee, et al., 2013 ) (Scarpati, et al., 2014). Por otra, paiR-92a pertenece al cluster
miR-17-92 el cual ha sido nombrado como oncogénico, ademésjigcos de cancer
colorrectal se ha visto altamente expresado (Yamada,, 20413) Tanto en nuestro
estudio como en el realizado por Tarallo y cols. miR-92zoatrario de presentar un
incremento en su expresion en los sujetos con consdenaarne, se presento

incrementado en sujetos bajo una dieta vegana. Esto gebekse a que la expresion de
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un miRNA puede cambiar dependiendo si se realiza la deteitninan plasma o en
tejido, ademas que un solo miRNA puede tener varios blancos.

Con lo anterior se concluye que la expresion basahgte0) de miR-192 se encuentra
disminuida significativamente en sujetos omnivoros compacasola expresion en
sujetos veganos, mientras que los miR-92a, miR-1, miR¢IAIR-22 no se encuentran

diferencialmente expresados en sujetos omnivoros codgsacan sujetos veganos.

En cuanto a los resultados del andlisis de los nivelesniiRNAs en tiempos
postprandiales se analisb panel de miRNAs por NGS, el panel sélo se realiz6 £n la
muestras de plasma del tiempo 0 y 4 h, una muestra de cadalgragtudio. El andlisis
piloto por NGS permitio visualizar todo el panel de miRNAs g/ posibles cambios a
las 4 h posteriores a la dieta; aunque la utilizaciorsa@e dos muestras por grupo
incrementda variabilidad y el sesgo. Se propuso el estudio piloto del paiédo a que
Witwer en el 2012, sefialo que no todos los xenomiRs ingr@sancirculacion en
cantidades potencialmente funcionales (Witwer, 2012), addrss) y cols. sugieren
con su estudio que la absorcion de los miRNAs derivados dketa por el tracto
gastrointestinal puede ser potencialmente selectiva (Lédrad, 2015).

El tiempo de 4 horas postprandiales fue seleccionadel analisis piloto por NGS
debido a que los estudios con resultados positivos para lecidetele xenomiRs en
circulacion y en diferentes 6rganos muestran la maeixpaesion del xenomiR dentro
de las 4-6 horas posteriores al consumo del alimentangZtet al., 2012) (Baier, et al.,
2014) (Liang, et al., 2014)Ademas, también fueron considerados los tiempos que
toman la digestion, vaciamiento gastricp la absorcion de los nutrientes
fisiologicamente (Hall & Guyton, 2011).

Los resultados por NGS mostraron incremento postprandial a las 4 h de 1.24 veces la
expresion miR-1 y una disminucion de 1.29 veces de miR-22 mapamar el grupo
omnivoro con el grupo vegano. Lo anterior debia ser valigadgue el analisis piloto
podria presentar sesgo debido a la variabilidad individual ocdsiqrar la falta de 3
réplicas para que el estudio por NGS sea considerado cdezvatitadistica.

Para el andlisis mediante qPCR en la totalidad de lospaenpostprandiales se

seleccionaron a miR-1 y a miR-22, ademas miR-10b fue coadwmealebido a que
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Dever y cols. reportaron que el miRNA es el mas abundambtarne de res después del
proceso de coccion (Dever, et al., 2015) .

Previo a la cuantificacion de los niveles de los microRN&s las muestras
postprandiales se procedié a verificar la presenciaapiéigad de miR-1, -28 -10b en
carne de res posterior a un procesamiento basado en Dalegr y cols. en 2015
mostraron la sobrevivencia de miRNAs en tejido musculabaino después de
métodos convencionales de coccion. Los resultadoa @nekente tesis mostraron la
deteccion de miR-1, 22 y 10b después del proceso de cocci@misango, a diferencia
de Dever y cols. en nuestros resultados se mostré que ssRia presente en mayor
concentracion que miR-10b en la carne de res posteriggraaleso de coccion
convencional; esta diferencia probablemente se deljoatllé corte de carne utilizado
en nuestra intervencion. (Dever, Kemp, Thompson, Kellgaksmonski, & Scholl,
2015). Lo anterior apoya a los estudios que mencionan queiRd$A® son estables
bajo condiciones de alto calor o acidez y almacenamiemrlongado (Jung, Schaefer,
Steiner, Kempkensteffen, Stephan, & Erbersdobler, 2010) (SHal, Isaacs, Baggish,
& SY, 2013) (Philip, Ferro, & Tate, 2015 ); lo que permite concluir queerhicroRNAS

1, 10by 22 en carne de res sobreviven a un proceso de coccion.

El analisis de cuantificacion relativa por PCR tiempal qgara la expresion de los
mMiRNAs en plasma humano posterior a la ingesta de carmaostré un incremento
significativo de los niveles de expresion de miR-1, -22 y -10klegrupo omnivoro
comparado con los niveles de expresion en el grupo vegano.

Los resultados obtenidos mediante qPCR presentaron riil@secomparado con o
obtenido de las muestras individuales analizadas medida8 é¥h donde se obtuvo un
incremento en la expresion de miR-1 a las 4 h postprandialegrupo omnivoroLas
diferencias en los resultados estan basadas en qaaligar el panel piloto mediante
NGS en s6lo una muestra de cada grupo incrementa la vaaabili disminuye las
posibilidades de reproducibilidad, ademas, existen diferenciasaprepire las técnicas

utilizadas.
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Los resultados mediante gR(para la expresion deiR-1, miR-10b y miR-22 no
mostraron un patrén de incremento en los niveles de é@mpres los diferentes tiempos
postprandiales en el grupo omnivoro comparado con el grupoovegan

Dentro de los resultados individuales se observo que enoslguarticipantes los niveles
de los mIRNAs se incrementaban en los tiempos postiptesdsin embargo, en otros
participantes se mostraba una disminucion en la expresigterior al consumo de la
dieta, esta variabilidad se presenté en ambos grupodutboesina posible estrategia
para disminuir la variabilidad seria incrementar el nirdermuestra.

La variabilidad presentada concuerda con el estudio por Aleybeals. donde sujetos
gue consumieron leche de vaca presentaron un incremefdcegpresion de miR-29b
comparado con la expresion basal (ayuno), sin embangotros sujetos la expresion se
vio disminuida a pesar del consumo de leche (Auerbaeih, 2016).

Debido que en algunos individuos tanto omnivoros como vegangxesentaban
incrementos en los niveles de miRNAs después del consurtierdpb de alimentacion
se sugiere que lo presentado en los resultados sea debglfaettwes como variacion
diurna y postprandio; Kroh y cols. en el 2010 y Moldovalg. en el 2014 mencionan
gue aun se desconoce el impacto que tiene la variacidmadyuel estado de ayuno
contra la ingesta de alimentes los niveles de los miRNAs circulantes, lo cual podria

explicar lo observado en ambos grupos (Kroh, et al., 2080[fi¢van, et al., 2014).

Respecto a la inferencia del posible traspaso a plasmaRi¢A® provenientes de la
carne, los resultados concuerdan con lo descrito premtaniPickinson, et al., 2013)
(Snow, et al., 2013) (Title, et al., 2015 ) (Laubier, et al., 204%)d6nde no se mostro
evidencia de niveles biologicamente relevantes de los AéRMsteriores a la ingesta
del alimento en estudio correspondiente. Los estudios esmuritados similares a los
obtenidos en la presente tesis sefialan que la absateidlo que se ingiere en
condiciones fisiolégicas puede que no sea eficientegraraover cambios importantes
en los niveles de expresion de miRNAs en circulacion yepiostnente llevar a cabo el
proceso de regulacion postranscripcional. Probablemdateantidad de alimento
brindado en el presente estudio no sea suficiente paractampan los niveles de

expresion de miRNAs en circulacién, ademas, la cgidpe de un tiempo de
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alimentacion completo que incluye una variedad de alirsemiorementa el riesgo de
sesgo Yy una posible competencia entre miRNAs provenientesidda.

Lo obtenido en la presente tesis contrasta con lo a#giglor (Zhang, et al., 2012),
(Baier, et al., 2014)(Liang, et al., 2015), (Yang, et al., 2015), quienes muestran que
MIiRNAs provenientes de alimentos son absorbidos y detecti@domnera efectiva en
circulacion de los organismos sanos. En el presentdi@spara observar una posible
transferencia de los miRNAs provenientes de la ingestaade ae res se buscaba
encontrar un incremento significativo de los miRNAs aaalos después de la dieta
brindada con carne comparado con el grupo control, sin emkeatgao sucedio.

Existen planteamientos para determinar que a pesar quéRbdABIen los alimentos se
encuentran presentes de manera considerable y residimentes procesamientos, hay
limitantes que dificultan la absorcién por el tracto gastestinal y su llegada a
circulacion, como lo son: las RNAsas del aparato digestavacondicion acida del
estbmago, las sales biliares y enzimas pancreaticapoliee transcitosis y el
reconocimiento por parte del sistema inmune mediasteelceptores tipo Toll (Petrick,
et al., 2013 ) (Witwer & Hirschi, 2014).

A pesar de esto, las postulaciones a favor en el debdds genomiRs derivados de la
dieta continlan; Baier y cols. mencionan que la augateiun incremento postprandial
de cualquier componente dietético en circulacion no debeonfundido con cero de
biodisponibilidad, porque estos compuestos pueden ser degradad@enaldos en la
mucosa intestinal o higadoincluso interactuar con el microbioma humano (Wang, et
al., 2012) (Baier, et al., 2014)

En la presente tesis, se pretendié aportar al debatesdeenomiRs, dentro de los
resultados se mostr6 que el consumo de carne de resonmmgwe un incremento
significativo en los niveles de miR-1, miR-10b y miR-22, aguib a la postura que
sefiala que la transferencia de los miRNAs procedentes dimantacion es poco

probable.
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10. CONCLUSIONES

Los microRNAs 1, 10b y 22 en carne de res sobreviven a gegwale coccion.

El analisis piloto por NGS mostré un incremento postpraui#ial.24 veces la
expresion miR-1 y una disminucion de 1.29 veces de miR-22 gbaramel
grupo omnivoro con el grupo vegano y presenté variabilidad en laswdestras

analizadas.

Los miR-92a, miR-1, miR-10b y miR-22 analizados mediante gRCi#empo
cero no se encuentran expresados significativamenteujetos omnivoros

comparados con sujetos veganos.

El consumo de carne de res no promueve la transferentha deR-1, miR-10b
y miR-22 provenientes de la carne a pesar que éstos han wdtades en carne

de res posterior al proceso de coccion.
La expresion de miR-192 al tiempo cero presenta una disiimsignificativa

no descrita a la fecha en el grupo omnivoro comparado @ vegano, un

miRNA con relevancia en cancer de colon.
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11. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en la presente tesis abpasilailidad para analizar:

X La expresion de miR-192 y verificar la disminucién emipos postprandiales,
asi como incrementar el nUmero de muestras para aseguwal hallazgo de
disminucion démiR-192 en sujetos omnivoros comparado con la expresion en
sujetos veganos, es representativo de la poblacién debidorelesancia en

cancer de colon.

X La transferencia de microRNAs provenientes de la carnmesieon una ingesta
de un mayor contenido de carne basado en los reporte®dedio de consumo
de carne de res en Nuevo Leodn, asi como analizar un maywro de muestras
para disminuir el sesgo ocasionado por la variabilidad métabémtre sujetos.
Ademas, analizar el consumo de carne sin la complejidachaelieta completa
debido a la posibilidad de competencia entre otros miIRNAs desvdelmtros

alimentos.
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ANEXO 1: FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

l ]ANL Laboratorio de Inmunologia y Virologia

UNTVRRSIDAT ALTONOMA TH NTTRVO TEAN Facultad de Ciencias Bioldgicas
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Estudio: “Andalisis de microRNAs de origen bovino en
plasma humano después de la ingesta de una
dieta estandar con carne de res”.

Nombre del Investigador Principal: LN. Daniela Alejandra Mata Cardona

Institucion: Facultad de Ciencias Bioldgicas. Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn

Teléfono de contacto: 044 818 68 11190

Persona de contacto: LN. Daniela Alejandra Mata Cardona

Se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion, por lo cual este formato de
consentimiento tiene informacidn para ayudarlo a decidir si desea participar.

Lea este formato cuidadosamente y por favor pidale al personal o responsable del estudio que le
explique cualquier duda o pregunta que tenga. No debe firmar este formato hasta que comprenda
toda la informacidn presentada en las siguientes paginas y hasta que todas sus preguntas sobre la
investigacion hayan sido respondidas satisfactoriamente. Su participacidon en este estudio es
voluntaria.

Acerca de este estudio

Proposito del estudio:

Determinar si los miRNAs de origen bovino son transferidos a plasma humano después de la
ingestion de una dieta con carne de res.

El enfoque molecular que describe cémo la dieta influye en la salud y enfermedad en la actualidad
estd siendo activamente investigado. Un ejemplo de esto involucra la regulacion génica, incluyendo
el rol de la dieta en la modulacion de RNA no codificante, regulatorios, como los microRNAs
(miRNAs) involucrados en diversos procesos incluidos: hematopoyesis, organogénesis, apoptosis,
proliferacién celular, etc. Sin embargo, recientemente ha sido reportada la transferencia de miRNAs
de plantas a organismos mamiferos a traves de la ingestion via oral, permitiendo la circulacion de
estos en sangre y llevados hasta los tejidos donde se ha observado la consecuente regulacion post-
transcripcional de la expresién de genes mamiferos. Si es que los miRNAs provenientes de otras
especies pueden atravesar la barrera gastrointestinal, podria revolucionar la comprension de éstos
mecanismos y las consecuencias moleculares derivadas de la dieta.

Por lo cual, en el presente estudio se determinara si miRNAs de origen bovino son transferidos al
plasma humano después del consumo de una dieta estandar con contenido de carne de res.

Se evaluara la expresion de los miRNAs bovinos en plasma mediante RT-PCR tiempo real tanto
previo como después del consumo del tiempo de comida con contenido de carne, de una manera
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UAN Laboratorio de Inmunologia y Virologia

LINIYERSIIAT AL DF NUENT LEON Facultad de Ciencias Bioldgicas

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
indirecta con un aumento de éstos miRNAs en comparacion con los niveles basales se podria

propaner el posible paso de los miRNAs en carne hacia el torrente sanguineo de humanos.

Criterios de inclusién y exclusién
El responsable del estudio verificard que Usted cumpla con los siguientes requisitos antes de
considerar su ingreso al estudio de investigacion.

Criterios de inclusidn: Criterios de exclusién:
Sujetos con 18-30 afios de edad No aceptar firma del consentimiento
Firma de consentimiento informado informado

Sanos, sin alguna condicién médica aguda o | Mujeres en menstruacidn el dia de la toma de
cronica muestra, embarazo.

indice de Masa Corporal de 18.5-24.9 Consumo de medicamentos, suplementos
Niveles de actividad fisica de leve a moderada | Padecimientos médicos

Consumo de carne roja al menos tres veces a la | Intolerancia a algiin componente de la dieta
semana (sdlo para el grupo con dieta omnivora)
Dieta vegana con duracién minima de 1 afio
(solo para el grupo con dieta vegana)
Preferente sin consumo de alcohol o tabaco

Procedimientos del estudio:

s Extraccion de sangre de una vena del brazo con sistema vacutainer (5ml en tubo con
anticoagulante) por 4 ocasiones: tiempo 0: antes del consumo de la dieta en condiciones de
ayuno. Tiempos 2, 4y 6: a las dos, cuatro y seis horas después del consumo de la dieta.

* [ngesta de una dieta esténdar con o sin contenido de carne. (con contenido de carne para
el grupo con dieta omnivora, sin contenido de carne para el grupo con dieta vegana)

Si usted participa en el estudio se le pedira hacer lo siguiente:

-Usted sera asignado a uno de los dos grupos del estudio:

Dieta omnivora y dieta vegana.

-Asistir en condiciones de ayuno, es decir no consumir alimentos, medicamentos, ni bebidas
(excepto agua) 16 horas antes de la toma de la primera muestra.

-Permanecer en las instalaciones del laboratorio de Inmunologia y Virologia durante 6 horas, donde
se le brindarad una comida completa con o sin contenido de carne de res para su consumo y se
recolectaran las muestras.

-Consumir la totalidad de la dieta

-Concluir con las tomas de muestra de sangre

-Estar disponible por un medio de comunicacion para recordar las indicaciones previas al dia de la
toma de muestra.
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Riesgos y molestias

En el estudio no se le administrara ninguna droga o medicamento.

La extraccion de sangre puede causar dolor, hematomas (moretones), mareos o lesion del endotelio
de la vena.

Ayunar puede causar mareos, dolores de cabeza y malestar estomacal.

Previo a la entrada del estudio se cuestionara si sufre de alergia o intolerancia a algin componente
de la dieta por lo cual no correria algun riesgo, ademas la dieta contiene alimentos de consumao
habitual.

Posibles beneficios

Usted pudiera verse beneficiado por su participacion en este estudio:
-Estudios de laboratorio gratuitos

-Valoracidn nutricional mediante IMC y registro dietético
-Orientacidn alimentaria

-Consumo de un tiempo de comida completo

Retiro y terminacién
Su participacion es estrictamente voluntaria. Si desea suspender su participacién, puede hacerlo con
libertad en cualquier momento.
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ANEXO 2. CARTA DE APROBACION DEL PROYECTO DE
INVESTIGACION POR EL COMITE DE BIOETICA
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ANEXO 3. FORMATO DE HISTORIA CLINICA
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ANEXO 4. SECUENCIAS DE LOS microRNAs

X mir-10b-5p
HSA (humano): uacccuguagaaccgaauuugug
BTA (bovino):  uacccuguagaaccgaauuugug

X mi-1-3p
HSA (humano): uggaauguaaagaaguauguau

BTA (bovino): uggaauguaaagaaguauguau

X mir-22-3p
HSA (humano): aagcugccaguugaagaacugu
BTA (bovino): aagcugccaguugaagaacug

X mir-16-5p
HSA (humano): uagcagcacguaaauauuggcg

BTA (bovino): uagcagcacguaaauauuggc

X mi-192-5p
HSA (humano): cugaccuaugaauugacagcc

BTA (bovino): cugaccuaugaauugacagccag

X mir-92a-3p
HSA (humano): uauugcacuugucccggccugu

BTA (bovino): uauugcacuugucccggccugu
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