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RESUMEN

La funcién de los antioxidantes naturales; tales como flavonoides, se asocia con su
accion protectora en prevencion y desarrollo de diversas patologias identificadas
colectivamente como patologias por estrés oxidativo. A los flavonoides se les reconoce
la capacidad de atrapar radicales libres; se encuentran en vegetales, semillas y frutas.
En la uva se encuentra principalmente el resveratrol que se localiza especialmente en
células epidérmicas (piel) y en las semillas; por su parte, el triptéfano es precursor de
la serotonina, implicada en el apetito, placer, comportamiento social, ansiedad y
depresion. El mani y chocolate son excelentes fuentes de triptéfano. En este estudio
se formul6 y elaboré una tableta de chocolate enriquecida con triptéfano y resveratrol,
utiizando mani y residuos procesados de la agroindustria como ingredientes
principales para potenciar sus niveles en compuestos fitoquimicos. Para evaluar el
efecto de su consumo se realiz6 un estudio de intervencién sobre estado animico y
marcadores de estrés oxidativo en una poblacion sana de 10 individuos adultos
evaluados antes y después del consumo de 15 g del mismo durante 21 dias. A cada
sujeto en ayuno se le evalud glicemia, creatinina, triglicéridos, colesterol total, HDL,
LDL, VLDL, &cido urico, insulina, estrés oxidativo (8-lsoprostano (8-iso PGF2a) y
catalasa), del mismo modo cada paciente fue evaluado por medio del test de
depresién de Beck. Los resultados mostraron la factibilidad de elaborar un chocolate
de excelente calidad y aceptabilidad por parte de un panel evaluador e indican
cambios significativos (P<0,05) en los marcadores de estrés oxidativo e insulina
posiblemente por el efecto de los polifenoles presentes (1387,39 mg EAG/100 g); el
EC50 del chocolate fue de 36,25 g/gDPPH; la evaluacién psicolégica no indicoé ningun
cambio significativo en el estado de animo de los individuos. Se concluye que el
chocolate enriquecido con triptéfano y resveratrol podria tener los efectos beneficiosos
para la salud relacionados con la disminucion de 8-isoprostano, insulina y aumento de
catalasa que pueden incidir en la prevencién de enfermedades tales como el sindrome

metabdlico y diabetes debido a la disminucién del estrés oxidativo.

Palabras claves: Antioxidante. Cacao. Flavonoides. Resveratrol. Triptéfano.
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JUSTIFICACION

El chocolate desde sus origenes se consideré un alimento de muy
alto valor, de hecho su nombre cientifico lo corrobora, Teobroma:
“Alimento de los Dioses”. Lo realmente cierto es que los aztecas no
estaban muy lejos de la realidad; durante siglos se mantuvo el habito
de consumo del chocolate en la dieta diaria de la poblacion,
principalmente en Latinoamérica, y era considerado un alimento

basico para su sustento.

De hecho esa tradicion se ha mantenido de forma muy marcada en
Colombia donde los niveles de consumo de chocolate de mesa son
altos y sigue considerandose como un alimento de la canasta

familiar basico para “comenzar bien el dia” al proporcionar energia

en horas de la mafiana principalmente.

En el siglo XIX se desarrollaron distintas tecnologias que permitirian
el procesamiento y transformacion del cacao de forma eficaz; como
lo es el prensado y conchado, llevando al consumidor a ver el
chocolate desde otro punto de vista; asi pues, la imagen del

chocolate cambio pero sobre todo la forma de consumo.

Actualmente, muchas personas consideran el chocolate como una
golosina, del mismo modo se asocia con satisfacer un deseo,
algunas personas lo consideran un gusto como también un delicado
obsequio en ocasiones especiales, y muy rara vez el chocolate es
considerado un alimento importante para la nutricion. Entonces, es
alli donde los especialistas en el area de los alimentos deben
innovar en el desarrollo de productos, a partir de este rubro tan
importante para américa latina, de tal manera que se permita

incursionar en el mercado nuevos chocolates que ademas de poseer

1
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todos los beneficios del cacao, aporten otros beneficios
comprobados para la salud con la adicibn de uno mas ingredientes
funcionales ya que varias evidencias cientificas (Shetty, 2011; Wu vy
col, 2009), demuestran que los compuestos bioactivos presentes en

los alimentos cumplen una importante funcion.

Las investigaciones han pasado a centrarse mas en la identificacion
de componentes biolégicamente activos en los alimentos, que
ofrezcan la posibilidad de mejorar las condiciones fisicas y mentales,
asi como reducir el riesgo a contraer enfermedades (Florez-Méndez,
2014).

Diversos estudios han demostrado que el cacao y sus derivados son
una fuente excepcional de energia y un producto con alto contenido
en minerales (magnesio, cobre, hierro y potasio); del mismo modo
contiene una gran variedad de componentes activos como los
flavonoides como la catequina, epicatequina y proantocianidinas
(Pietta P, 2000; Valenzuela A, 2007; Busse Valverde, 2013 vy
Galleano y col, 2009).

Los flavonoides por su capacidad antioxidante tienen como funcién
ayudar a prevenir la aparicion de algunas enfermedades
degenerativas. La manzana, té verde, vino tinto y el chocolate son
fuentes considerables de dichos compuestos; se ha demostrado que
el alto contenido en favanoles (epicatequina, catequina vy
proantocianidinas) en el chocolate negro, ejercen poderosos efectos
antioxidantes al inhibir la oxidacion de las LDL, ademas de producir
una disminucion de la agregacion plaquetaria y de la presion arterial;
por lo tanto su consumo se asocia a una proteccién de la salud

cardiovascular y a otras patologias (Valenzuela A., 2007).

Hoy en dia, se puede demostrar que el chocolate es un producto de
alto valor nutricional, de caracteristicas organolépticas

indiscutiblemente aceptadas y preferidas por el consumidor (Florez-
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Mendez, 2014), de igual forma bueno para la salud, pero siempre
con el agravio de ser considerado una golosina y si se considera
golosina, ¢ Por qué no explorar con golosinas saludables? he aqui el

gran reto.

Actualmente, el Centro de Investigacion y capacitacién en confiteria
(CICC) en convenio con la Facultad de Medicina de la Universidad
San Luis Potosi en México, quisieron afrontar este reto mediante el
desarrollo de productos saludables como golosinas; dentro de sus
logros mas importantes se encuentran un tipo de gomitas que
ayudan a prevenir la anemia ya que son enriquecidas con hierro, y
del mismo modo un chocolate para la depresion, probado en
mujeres postmenopausicas de edades comprendidas entre 35 y 45
afios; dichos productos han adquirido un gran protagonismo en

ventas, aportando asi sabor y salud al consumidor.
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1. INTRODUCCION

Es fundamental dar a conocer, pero sobretodo dar a entender, que
comer no solo es masticar un alimento o saciar el apetito. La
alimentacién contribuye con las funciones basicas del organismo, y
gue de la misma depende la salud, asi como una forma de expresion
social con el mundo externo. Se puede afirmar que: nuestro
bienestar externo dependera de lo que esta ocurriendo dentro del
organismo (Florez-Mendez, 2014).

La frase famosa “Somos lo que comemos” de la que han discernido
muchos autores, sefiala una realidad en el mundo entero que refleja
parte de nuestro desempefio en la vida cotidiana, ya sea por nuestro
aspecto fisico-morfolégico o por nuestro desempefio psico-social. Lo
anteriormente expuesto conduce a recapitular como es nuestra
alimentacion, y que efectos podria acarrear una mala alimentacion

en lo personal.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, a nivel mundial existen
problemas de desérdenes alimentarios los cuales pueden repercutir
directamente sobre el comportamiento humano, todos estos
incluyendo problemas psicologicos desde muchos afios atrds han
sido un problema mundial de salud publica, por lo tanto es realmente
indispensable proveer al ser humano, nifios y ancianos sobre todo,
de alimentos sanos, ricos en nutrientes y disponibles para su
consumo, permitiendo asi mejoras en el comportamiento humano,

mejoras en relaciones interpersonales y vida social.
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La forma de alimentacion para personas con sindrome de Down,
autistas o simplemente personas con algun tipo de régimen especial
es indispensable para la manutencion de sus funciones vitales,
dandole asi calidad de vida, buena salud y 6ptimo desenvolvimiento
social (Florez-Mendez, 2014).

Gibson (2006), asegura que comer ciertos grupos de alimentos o
comidas, alterara de forma fiable el estado de animo y la
predisposicién emocional, reduciendo tipicamente la excitacion e
irritabilidad y el aumento de la calma. Sin embargo, esto depende de
la porcién de la comida y la composicion de esta, por ejemplo
comidas inusuales, en pocas cantidades, o poco saludables, pueden
afectar negativamente el estado de animo. Alimentos dulces y
también los bajos en grasa, pueden mejorar el estado de animo y
mitigar los efectos del estrés a traves de la neurotransmision
dopaminérgica, del mismo modo puede proporcionar el alivio del

estrés a través de una mayor funcién del sistema serotoninérgico.

El chocolate se ha presentado a nivel comercial de muchas
maneras, en ellas generalmente no se especifican las propiedades
benéficas del chocolate, sin embargo, actualmente se han venido
desarrollando productos funcionales a base de cacao para tal fin
(Florez-Mendez, 2014). Los alimentos funcionales estan atrayendo
interés como posibles reguladores de la susceptibilidad a diversas
enfermedades, asi pues se lleva a cabo el descubrimiento de otros
ingredientes funcionales que ayudarian a promocionar una

alimentacién saludable.

Los productos de confiteria aportan una importante cantidad de
calorias a la dieta, por esta razdn, es indispensable desarrollar
golosinas con un bajo aporte calérico y adicional a esto con un valor
agregado nutricionalmente; el desarrollo de productos funcionales

es una oportunidad para mejorar la calidad de los alimentos
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disponibles para el consumidor con beneficio al bienestar de su

salud.

Saber mas sobre la composicion y el efecto que tienen nuestros
alimentos no solo en la nutricién, sino también en la prevencién y
tratamiento de ciertas enfermedades, sin duda redituar4d en una
mejor salud para la sociedad del futuro (Gioscia, 2014).

Los productos considerados confites son un vehiculo excelente para
la adicion de nutrientes especificos, teniendo en consideracién que
es una forma muy agradable de llevar estos alimentos al consumo
no solo infantii sino en general a la poblacion; este proyecto
pretende evaluar los efectos del consumo de una tableta de
chocolate enriquecida con triptéfano y resveratrol sobre el estado
animico y marcadores de estrés oxidativo en una poblacion

saludable.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo general

Evaluar los efectos del consumo de chocolate enriquecido con
triptofano y resveratrol sobre el estado animico y marcadores

bioquimicos en una poblacion sana.

2.2 Objetivos especificos

Elaborar y evaluar la composicion nutricional y funcional de la
materia prima (mani y uvas) utilizada para la formulacién del
producto.

Desarrollar diversas formulaciones a fin de seleccionar la
formula 6ptima del chocolate en cuanto a calidad sensorial.
Caracterizar de la composicion nutricional, proximal vy
propiedades fisicas del chocolate enriquecido con triptofano y
resveratrol.

Realizar andlisis microbiolégico y evaluacion sensorial al
producto desarrollado.

Evaluar el efecto del chocolate sobre marcadores bioquimicos
y de estrés oxidativo sobre una poblacion sana.

Valorar los panelistas mediante un instrumento psicolégico.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 ESTRES OXIDATIVO

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) y las especies reactivas
del nitrégeno (RNS) son productos normales del metabolismo. En
condiciones no patoldgicas, las ROS y RNS estan implicadas en
respuestas fisioldégicas, como la defensa frente a agentes infecciosos
o la mitosis, y pueden actuar como segundos mensajeros (Valko vy
col, 2007, Masella y col, 2005). Las células tienen una serie de
mecanismos de defensa antioxidante (enzimaticos y no enzimaticos)
cuya funcién es neutralizar los radicales libres (Valko y col, 2007,
Masella y col, 2005).

Sin embargo, cuando se pierde este delicado equilibrio redox debido
a una sobreproduccion de ROS/RNS y/o una deficiencia en las
defensas antioxidantes de la célula, aparece el estrés oxidativo
(Valko y col, 2007). Este exceso de radicales libres puede dafnar a
los lipidos, las proteinas y el ADN e inhibir su funcién normal, alterar
la estructura y fluidez de las membranas celulares y limitar
gravemente la actividad metabdlica (Rochette y col, 2014; Valko vy
col, 2007; Dey vy Lakshmanan, 2013). De hecho, todas estas
posibles alteraciones, inducidas por el estrés oxidativo, se han
relacionado con la aparicion, desarrollo y progreso de un gran
numero de enfermedades cronicas como: cancer, enfermedades
neurodegenerativas, diabetes y el envejecimiento (Valko vy col,
2007).
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Los radicales libres se definen como moléculas o fragmentos de
moléculas que contienen uno o mas electrones desapareados, lo
gue les confiere una gran reactividad (Rochette y col, 2014; Valko vy
col, 2007). El anién superdxido (-O2), que aparece durante las
reacciones metabdlicas o por la irradiacién, se considera el “radical
libre primario” y puede interaccionar con otras moléculas para
originar “radicales libres secundarios”. El principal punto de
generacion del anidon superoxido en las células es la cadena de
trasporte de electrones mitocondrial, donde se pierden algunos
electrones del oxigeno prematuramente formando dicho radical libre
(Valko y col, 2007; Nishikawa, y Araki, 2007).

El anion superoxido puede convertirse en el radical hidroxilo (-OH),
gue tiene una gran reactividad (King y Loeken, 2004), y reacciona
con el ADN dafandolo, lo que representa el primer paso de la
mutagénesis, la carcinogénesis y el envejecimiento (Valko y col,
2007).

El estrés oxidativo se considera un factor importante en la génesis y
progresion de los distintos desérdenes agrupados en el sindrome
metabdlico (Ridker y col, 2004). Algunos de los procesos implicados
en el desarrollo del sindrome metabdlico son: estrés oxidativo,
captacion de glucosa y resistencia a la insulina (Fernandez vy col,
2007).

3.2 SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico define la agrupacion de varios desérdenes
metabdlicos cuya consecuencia clinica ultima es la enfermedad
cardiovascular y una mayor mortalidad, tanto por enfermedad
cardiovascular (infartos de miocardio, microinfartos cerebrales, etc.)
como general. Afecta a aproximadamente un 25% de la poblacién en
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paises occidentales desarrollados como Estados Unidos. Ademas,
las enfermedades cardiovasculares son la mayor causa de
mortalidad en el mundo occidental y su incidencia sigue en aumento
(Alberti y col, 2006). La definicion mas aceptada sobre el sindrome
metabdlico reconoce como componentes centrales o béasicos la
obesidad, la resistencia a la insulina, la dislipidemia y la hipertension
(Alberti y col, 2006).

En 1988, Reaven denomind sindrome X a la conjuncion de estos
tres ultimos factores; un sindrome muy frecuente en individuos con
enfermedad cardiovascular (Reaven, 1988). Los tres factores
pueden ser desarrollados debido a la resistencia a insulina, que
puede evolucionar a diabetes mellitus de tipo 2 y por esto también se
le denomind sindrome de resistencia a la insulina. Cuando la
diabetes se hace evidente clinicamente, el riesgo de enfermedad
cardiovascular se incrementa de forma drastica. Ademas de su
susceptibilidad a desarrollar enfermedad cardiovascular y diabetes
mellitus tipo 2, los individuos con sindrome metabdlico son mas
susceptibles a desarrollar otras distorsiones metabodlicas como son
el sindrome de ovario poliquistico, higado graso, depoésitos de
colesterol en vesicula biliar, asma, perturbaciones del suefio y

algunos tipos de cancer (como cancer de mama en mujeres).

De acuerdo con Fernandez-Larrea y col, 2007; las caracteristicas
generales del sindrome metabdlico son: obesidad abdominal,
resistencia a insulina y/o intolerancia a glucosa, hipertension,
dislipemia aterogénica (se caracteriza principalmente por niveles
plasmaticos de triacilgliceroles en VLDL y de colesterol-LDL

elevados y bajos de colesterol-HDL) y estrés oxidativo.
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En ausencia de obesidad, la resistencia a la insulina puede ser el
agente causante primario de los otros factores metabdlicos de riesgo
en algunos casos de sobrepeso ligero. En cualquier caso, la
ganancia de peso acentla la resistencia a la insulina y viceversa, por

lo que es dificil discernir cual es la causa primaria.

3.3 DIABETES

La diabetes es una afeccién cronica que se desencadena cuando el
organismo pierde su capacidad de producir suficiente insulina o de
utilizarla con eficacia (Magliano y col, 2015). La insulina es una
hormona que se produce en el pancreas y permite que la glucosa de
los alimentos pase a las células del organismo, en donde se
convierte en energia para que funcionen los musculos y los tejidos.
Como resultado, una persona con diabetes no absorbe la glucosa
adecuadamente, de modo que ésta queda circulando en la sangre
(hiperglucemia) y dafiando los tejidos con el paso del tiempo. Este
deterioro causa complicaciones para la salud, potencialmente

letales.

Segun la IDF (International Diabetes Federation), la diabetes tipo 1
esta causada por una reaccion autoinmune, en la que el sistema de
defensas del organismo ataca las células productoras de insulina del
pancreas. Como resultado, el organismo deja de producir la insulina
gue necesita. La enfermedad puede afectar a personas de cualquier
edad, pero suele aparecer en nifios o jovenes adultos. Las personas
con esta forma de diabetes necesitan inyecciones de insulina a
diario con el fin de controlar sus niveles de glucosa en sangre. Sin

insulina, una persona con diabetes tipo 1 morira.

La diabetes tipo 2 es el tipo mas comun de diabetes. Suele

manifestarse en adultos, pero cada vez mas hay mas casos de nifios
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y adolescentes. En la diabetes tipo 2, el organismo puede producir
insulina pero, o bien no es suficiente, o el organismo no responde a

sus efectos, provocando una acumulacion de glucosa en la sangre.

Las personas con diabetes tipo 2 podrian pasar mucho tiempo sin
saber de su enfermedad debido a que los sintomas podrian tardar
afios en manifestarse o en reconocerse, tiempo durante el cual el
organismo se va deteriorando debido al exceso de glucosa en

sangre.

En contraste con las personas con diabetes tipo 1, la mayoria de
quienes tienen diabetes tipo 2 no suelen necesitar dosis diarias de
insulina para sobrevivir. Sin embargo, para controlar la afeccién se
podria recetar insulina unida a una medicacion oral, una dieta sanay

el aumento de la actividad fisica.

3.3 FLAVONOIDES

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales
y que protegen al organismo del dafio producido por agentes
oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucion ambiental,
sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc. El organismo
humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras,
por lo que deben obtenerse mediante la alimentacion o en forma de
suplementos. Estan ampliamente distribuidos en plantas, frutas,
verduras y en diversas bebidas y representan componentes
sustanciales de la parte no energética de la dieta humana (Martiez-
Flérez y col, 2002).

Asi mismo, los flavonoides son compuestos polifendlicos que
constan de 15 C, su estructura basica es una benzo-Y-pirona (dos
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anillos bencénicos unidos por un puente de 3C, es decir, C6-C3-C6)
(Figura 1) (Benavente-Garcia, 2008; Crozier, 2009). Segun la
conexion entre los anillos B y C, el estado de oxidacion y los grupos
funcionales del anillo C se pueden clasificar principalmente en:
flavonoles, flavonas, flavan-3- ol, antocianidinas, flavanonas,

isoflavanonas (Crozier, 2009).

O 6

J
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Figura 1. Esqueleto estructural de los flavonoides (Fuente: Garcia,
2013).

Desde el punto de vista bioquimico, los flavonoides se caracterizan
por poseer una elevada reactividad que se expresa en su afinidad
por unirse a proteinas, a otras macromoléculas biolGgicas
(hormonas, acidos nucleicos) y a iones divalentes de metales, asi
como por su capacidad para catalizar el transporte de electrones y
captar radicales libres. Estas propiedades pueden dar lugar a
efectos fisiolégicos muy diversos, muchos de los cuales sélo han
podido ser puestos de manifiesto en ensayos in vitro: inhibicion de
enzimas, actividad antioxidante, efectos antiinflamatorios, accion
antibacteriana y antiviral, secuestro de metales, actividad vascular,
entre otras. (Chung, 1998). Todos estos posibles efectos hacen de

los flavonoides un grupo de sustancias con un importante potencial
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terapéutico, y de hecho entran ya a formar parte de numerosas
formulaciones farmacéuticas comercializadas. Por las mismas
razones, ha aumentado su interés como componentes de los
alimentos y justifica su inclusion dentro del término genérico de

fitoquimicos y su papel dentro de alimentos funcionales.

El centro de atencion sobre los flavonoides ha estado dirigido
ultimamente a su actividad antioxidante, dada su reconocida
capacidad de atrapar radicales libres, quelar metales y por poseer un
bajo potencial redox. Un nimero importante de especies de oxigeno
altamente reactivas como el oxigeno singlete O2 y O2-, OH-, NOy
radicales libres alquil-peroxilo se producen regularmente en nuestro
organismo. Estos pueden dafar a lipidos, proteinas y ADN e

intervenir en procesos de patogénesis y envejecimiento.

Segun Paredes, 2015, se distinguen los siguientes grupos de

flavonoides:

Flavanonas: como hesperidina, naringina, naringenina y eriodictiol,
gue carecen de doble enlace entre los carbonos 2 y 3. Se glicosilan
principalmente por la union de un disacéarido en el carbono C7. Las
flavononas aparecen a altas concentraciones, sobre todo, en citricos
y también se encuentran en ciertas plantas aromaticas como la

menta.

Flavonas: perejil y apio representan fuentes comestible de flavonas.
La piel de las frutas también posee ciertas cantidades de flavonas

polimetoxiladas.

Flavonoles: como quercetina y kaempferol, poseen un grupo
hidroxilo en la posicion 3 del anillo C. Las principales fuentes de
flavonoles son las verduras y las frutas. El té y el vino son también
alimentos ricos en flavonoles.
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Flavanoles o flavan-3-oles: como catequinas y epicatequinas.

Poseen el anillo C saturado carente de grupo carbonilo y un grupo
hidroxilo en el carbono C3. Pueden aparecer como monomeros
(catequinas), como dimeros condensados entre si y como
oligbmeros (proantocianidinas), o bien pueden aparecer como
polimeros (proantocianidinas o taninos condensados). Sin duda, las
principales fuentes de catequinas en la alimentacion son el

chocolate, el té y el vino.

Antocianinas: como cianidina, delfinidina y malvidina, que se

caracterizan por la presencia de un i6n oxonio en en anillo C y un
grupo hidroxilo en la posicion 3 de dicho anillo. Se trata de
compuestos muy coloreados e hidrosolubles y constituyen uno de
los grupos mas importantes de pigmentos vegetales. Se pueden
encontrar en ciertas variedades de cereales, en el vino tinto y en

algunos vegetales, aunque aparecen mayoritariamente en las frutas

Isoflavonas: como genisteina, daidzeina y gliciteina, que poseen el
anillo B enlazado al C3 y grupos hidroxilo en los carbonos C7 y C4’.
Se pueden unir a receptores de estrégenos, y por ello se clasifican
como fitoestrégenos. Se presentan casi exclusivamente en plantas
leguminosas, siendo la soja y sus derivados la principal fuente de
isoflavonas. En la siguiente tabla se pueden observar los flavonoides

comunes en la dieta.
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Tabla 1. Flavonoides alimenticios, subclases y fuentes tipicas de
alimentacién (Adaptado de Shohaib y col, 2011).

Flavonoides comunes en la dieta

Clases de - - :
: Flavonoides en la dieta Fuentes alimenticias
flavonoides
Antocianinas |Cianidina, Delfinidina, Bayas rojas, azules y moradas; uvas rojas
Malvidina, Pelargonidina, y moradas; vino tinto
Peonidina, Petunidina
Flavan-3-oles |Monomeros (Catequinas): Catequinas: Té (particularmente verde y
Catequina, Epicatequina, Galato | blanco), chocolate, uvas, bayas,
de epicatequina galato, Galato |manzanas
de epigalocatequina Teaflavinas, Terubiginas: Té
Dimeros y Polimeros: (particularmente negro y oolong)
Teaflavinas, Terubiginas, Proantocianidinas: Chocolate, manzanas,
Proantocianidinas bayas, uvas rojas, vino tinto
Flavanonas Hesperetina, Naringenina, Frutas y jugos citricos, por ejemplo,
Eriodictiol naranjas, pomelos, limones
Flavonoles Quercetina, Kaempferol, Ampliamente distribuida: cebollas
Miricetina, Isoramnetina amarillas, cebolletas, col rizada,
manzanas, bayas, té
Flavonas Apigenina, Luteolina Perejil, tomillo, apio, pimientos picantes
Isoflavonas Daidzeina, Genisteina, Soja, alimentos de soja, legumbres
Gliciteina

3.4 IMPORTANCIA DEL CACAO EN LA SALUD

Dietas ricas en frutas y verduras promueven la salud, y ayudan
atenuar o retrasar la aparicion de diversas enfermedades,
incluyendo enfermedades cardiovasculares (ECV), diabetes, ciertos
tipos de céncer, y varios otros trastornos degenerativos relacionados

con la edad. (Galleano y col, 2009).

De igual forma, datos epidemiol6gicos demuestran que la ingesta
regular de alimentos y bebidas de origen vegetal reduce el riesgo de
enfermedad coronaria y accidente cerebrovascular. (Corti y col,
2009); los antioxidantes naturales presentes en estos alimentos,
entre los que destacan los polifenoles, pueden ser responsables de
esta actividad. La biodisponibilidad de los polifenoles naturales de

los alimentos es muy variable, dependiendo del tipo de metabolito, y
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la mayoria de ellos son metabolizados por los microorganismos del
colon antes de ser absorbidos (Barberan, 2003). Entre los
antioxidantes de origen natural que consumimos en nuestra dieta,

los flavonoides ocupan un lugar muy importante (Pietta, 2000).

La funcion de los antioxidantes de origen natural se asocia, desde
hace mas de treinta afios, con su accion protectora en la prevencion
y el desarrollo de diversas patologias identificadas colectivamente
como «patologias por estrés oxidativo» (Valenzuela, 2007). Estas
patologias se relacionan con el efecto fatal del oxigeno, el que al
transformarse en radicales libres en nuestro propio organismo, inicia
procesos de oxidacion no controlados que dafian funciones
celulares, conduciendo potencialmente al desarrollo de una o de

varias enfermedades (Nordberg y col, 2001).

Enfermedades del sistema nervioso como: el Alzheimer y el
Parkinson, se han identificado como originadas por el
desencadenamiento de un estrés oxidativo no controlado a nivel de
células neuronales y gliales (Michaelis y col, 2003). Patologias de
amplia prevalencia como lo son la diabetes tipo 2 y las cataratas,
también se asocian al estrés oxidativo (Simmons R, 2006); la
peroxidacion lipidica es un evento importante en el estrés oxidativo
(du Plessis vy col., 2011); asi pues, las enfermedades
cardiovasculares y cerebro vasculares tienen importantes
componentes derivados del estrés oxidativo. Algunos tipos de
cancer, (hepatico, gastrico, de colon, prostata), también presentan
componentes de estrés oxidativo en su etiopatogenia (Shahidi F,
2000).

Hoy se sabe que la disfuncién endotelial es un marcador precoz de
dafo vascular (Davignon vy col, 2004). ElI deterioro de la
vasodilatacion se ha descrito también en otras enfermedades
cardiovasculares: en la diabetes tipo | (Beckman y col, 2003) y tipo Il

(Endemann vy col, 2004), en la enfermedad arterial coronaria
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(Monnink 'y col, 2002), en la insuficiencia cardiaca congestiva
(Landmesser v col, 2002) y en la insuficiencia renal crénica (Yildiz y
col, 2003). Se ha demostrado la existencia de disfuncion endotelial
en el sindrome metabdlico y en la dislipidemia (Engler vy col, 2003), y
podria asociarse a la obesidad (Raitakari y col, 2004), la vida
sedentaria (Green y col, 2003), y el habito del tabaquismo (Oida vy
col, 2003). Sin embargo, las ROS no solo participan en la disfuncién
endotelial hipertensiva sino que colaboran en el desarrollo y
mantenimiento de la hipertensién (Santos, 2007).

Las células endotelias vasculares sanas metabolizan el oxigeno y
generan especies reactivas de oxigeno (ROS) potencialmente
nocivas. En condiciones normales, la tasa de formacion de oxidantes
esta equilibrada con la tasa de eliminacion (Touyz, 2004). Sin
embargo, en la disfuncion endotelial, sin embargo, existe un
desequilibrio entre prooxidantes y agentes antioxidantes, lo que da
origen al estrés oxidativo. Asi, este sera el resultado patogénico de
la sobreproduccion de oxidantes, con lo que superan la capacidad
antioxidante celular. Muchas condiciones patoldgicas incrementan
las ROS en la pared de los vasos, incluyendo hipercolesterolemia, la
diabetes y la hipertension, patologias asociadas a la disfuncion
endotelial (Santos, 2007).

El estrés oxidativo, la inflamacién y la disfuncion endotelial definen
tres mecanismos biolégicos que han demostrado sensibilidad al
chocolate (Fernandez-Murga y col, 2011), ya que es justamente el
cacao uno de los alimentos que se caracteriza por contener una alta
proporcion de flavanoles. Dentro de los flavanoles mas importantes
se encuentran la catequina, epicatequina y proantocianidinas,

también presentes en el cacao.

Informes recientes indican que los principales flavonoides que se
encuentran en el cacao, los flavan-3-oles y sus derivados

oligoméricos, proantocianidinas, tienen una variedad de acciones
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beneficiosas, incluyendo la proteccion antioxidante y la modulacién
de la homeostasis vascular (Steinberg y col, 2003); aunque todavia
es debatido, se han propuesto una serie de posibles mecanismos
mediante los cuales el cacao podria ejercer sus beneficios sobre la
salud cardiovascular, incluyendo la activacion de Oxido nitrico y
efectos antioxidantes y antiinflamatorios (Corti y col, 2009). Los
flavan-3-oles se ha informado para exhibir varios efectos
beneficiosos de salud al actuar como antioxidante, anticancerigeno,
cardio preventiva, antimicrobiano, antiviral, y agentes neuro-protector
(Aron y col, 2008).

En representacion de los flavonoides que se consumen comunmente
en la dieta estadounidense, los flavan-3-oles y sus productos de
condensacion poliméricos (las proantocianidinas), se consideran
como ingredientes funcionales en diversas bebidas y alimentos
procesados; la capacidad de los flavan-3-oles para ayudar a la
funcionalidad de los alimentos también se ha establecido en
términos de estabilidad microbiana, espumabilidad, estabilidad

oxidativa, y estabilidad térmica (Aron vy col, 2008).

Algunos autores (Aron vy col, (2008); Steinberg y col, (2003); Kris-
Etherton vy col, (2002); (Baba y col, (2007). indican dos nombres
diferentes para nombrar los flavanoles polimeros (proantocianidinas
0 procianidinas); sin embargo, segun Busse Valverde (2013), el
nombre de procianidinas por el que también se conoce a los
polimeros de flavanoles tiene su origen en la propiedad que
presentan en medio fuertemente &cido de dar lugar por hidrélisis, a
cianidina. No obstante en el caso de que el polimero esté formado
por unidades de galocatequina y/o epigalocatequina se obtendria por

hidrdlisis acida delfinidina y por tanto se hablaria de prodelfinidinas
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(Porter et al., 1985). Por ello, lo mas correcto es hablar de

proantocianidinas.

En estudios de alimentacion, el cacao y chocolate rico en flavanoles
aumentaron la capacidad antioxidante del plasma y redujeron la
reactividad plaquetaria. (Kris-Etherton y col, 2002).

Segun, Sokolov y col, (2013), indicaron que los flavonoides
absorbidos del cacao, penetran y se acumulan en las regiones del
cerebro implicadas en el aprendizaje y la memoria, especialmente en
el hipocampo. Se cree que el mecanismo neurobiolégico de los
flavanoles ocurre de dos maneras principales: primero, a través de
interacciones directas en las células que resulta en la sintesis de
proteinas neuroprotectoras y neuromoduladoras que promueven la
neurogénesis, la funcion neuronal y conectividad del cerebro;
segundo, a través de la mejora del flujo de la sangre y la

angiogénesis en el cerebro y los sistemas sensoriales.

Los flavanoles (figura 2) y proantocianidinas de cacao aislados
exhiben fuertes propiedades antioxidantes in-vitro; con base en
datos limitados, se necesita aproximadamente 150 mg de
flavonoides para desencadenar un efecto antioxidante rapido en el
plasma. Por otro lado, algunas pruebas de respuestas a dosis,
demuestran un efecto antioxidante con administracion de 500 mg de
flavonoides aproximadamente. Asimismo, la estimacién de consumo
de chocolate rico en flavonoides para ejercer efecto agudo y cronico
en el plasma es aproximadamente de 38 y 125 g,

respectivamente (Kris-Etherton y col, 2002).

20
Jennyfer Flérez Méndez. (2017). Tesis Doctoral



OH

Flavanol

Figura 2. Estructura basica del Flavanol (Martinez-Florez y col,
2002).

Los flavanoles representan una compleja familia compuesta por
las diferentes formas isoméricas de la catequina y sus polimeros
(Cheynier y col., 2000) (Figura 3). La estructura basica de la
catequina presenta dos carbonos asimétricos por lo que existen

4 isébmeros: (+)/ (-) catequina y epicatequina.

Los flavanoles polimericos reciben el nombre de taninos
condensados o proantocianidinas y corresponden a cadenas
formados por diferente nimero de unidades de los diversos
flavanoles unidas mediante enlaces C4-C8 o C4-C6; su
presencia ha sido detectada en la uva recientemente (Passos y
col., 2007).
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Unidades de extension

OH
R1=H, OH o O 4————— Unidad terminal

R2 =0H,

OH

Figura 3. Estructura quimica de las proantocianidinas
(Busse Valverde, 2013).

Basados en los beneficios para la salud, atribuidos a los
componentes de cacao, el concepto de que el consumo moderado
de chocolate podria ser parte de una dieta sana ha ganado
aceptacion en los ultimos afnos; especificamente, el cacao como una
planta y el chocolate como alimento contienen una serie de
productos quimicos que pueden interactuar con los componentes de
las células y los tejidos, que proporcionan proteccion contra el
desarrollo y mejora de las condiciones patoldgicas. Los efectos mas
relevantes del cacao y el chocolate se han relacionado con las

enfermedades cardiovasculares (Galleano y col, 2009).
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3.2 EFECTOS DEL CHOCOLATE EN LA  SALUD
CARDIOVASCULAR

El cacao, que se obtiene de la almendra del arbol del cacao, fue
utilizado durante cientos de afios por los indigenas sudamericanos
en la preparacibn de una bebida amarga, que los europeos
modificaron en su preparacién y composicion, hasta originar lo que
hoy se conoce como el chocolate, en sus variedades negro (u
oscuro), con leche, y blanco. De ellos el mas interesante es el
chocolate negro, debido a su alto contenido de los flavanoles
epicatequina, catequina y proantocianidinas (Valenzuela, 2007).

El cacao contiene numerosos fitoquimicos entre los que se puede
destacar a los polifenoles y metilxantinas por ser los mas
abundantes (Kim y col, 2014. Figura 4). Los polifenoles suponen
hasta 12-18% del peso seco de la semilla, y son mayoritariamente
flavanoles (Gu y Lambert, 2013). Asi, los flavanoles mas abundantes
son: la epicatequina (EC) (328,1 mg/100 g de semilla), las
proantocianidinas (108,7 mg/100 g de semilla cacao) y la catequina
(72,4 mg/100 g de semilla) (Lamuela-Raventos y col, 2005), ademas
de contener trazas de otros flavanoles como (+)-galocatequina y (-)-
epigalocatequina; por tanto, la EC es el flavanol monomérico mas
abundante en el cacao (35% del contenido total de polifenoles)

(Andres-Lacueva y col, 2008).
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Flavanoles

(-)-Epicatequina
(-)-Catequina
(+)-Catequina
(-)-Epicatequina-3-O-galato
(+)-Galocatequina
Procianidina Bl
Procianidina B2
Procianidina B2-0-galato
Procianidina B2-3 3-di-O-galato
Procianidina B3
Procianidina B4
Procianidina B4-3-O-galato
Procianidina C1
Procianidina D

Antocianinas

3-a-L-arabinosidil cianidina
3-f-D-galactosidil cianidina

Flavonoles

Quercetina
Quercetina-3-0-arabinosido
Quercetina-3-0-galactosido
Isoquercetina

Flavonas

Luteolina
Luteolina-7-O-hiperosido
Orientina

Isoorientina

Vitexina

Isovitexina

Flavanonas

Naringenina
Naringenina-7-glucosido

Acidos fenolicos

Acido clorogénico
Acido vanilico
Acido cumarico
Acido cafeico
Acido felarico
Acido fenilacético
Acido siringico

Clovamida (acido fenolico)
Deoxiclovamida (acido fenolico)
Dideoxiclovamida (acido fenolico)

Metilxantinas

Teobromina
Cafeina

Figura 4. Composicion Fitoquimica mayoritaria en semillas de cacao
(Adaptada de Kimy col, 2014).

Los flavanoles del cacao parecen estar implicados en la reduccion
del riesgo cardiovascular a través de la inhibicion de la agregacién

plaquetaria y de la mejora en el estado antioxidante, dado que
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disminuyen biomarcadores de estrés oxidativo como la oxidacion de
las LDL (Kim vy col, 2014).

Se ha demostrado que estos flavanoles ejercen poderosos efectos
antioxidantes al inhibir la oxidacion de las LDL, ademas de producir
una disminucién de la agregacion plaquetaria y de la presion arterial.
El chocolate negro contiene una alta cantidad de flavanoles, por lo
cual su consumo se asocia a una proteccion de la salud

cardiovascular y a otras patologias (\VValenzuela, 2007).

De acuerdo con Fernandez-Murga vy col, (2011), el consumo de
chocolate ha estado involucrado en la modulacion de proteccion de
la presion arterial, el perfil lipidico, la activacion de las plaquetas, y la

sensibilidad a la insulina.

Individuos que han recibido de 35 a 105 g de chocolate negro (una
porcién tipica de chocolate es de 40 a 60 g) muestran un significativo
aumento de la epicatequina a nivel plasmatico, lo que se
correlaciona con un significativo aumento de la capacidad
antioxidante del plasma, un parametro analitico muy utilizado para
evaluar la efectividad fisiologica de antioxidantes dietarios (Rein vy
col, 2000; Wang vy col, 2000). Las LDL obtenidas de individuos que
han consumido chocolate oscuro muestran una mayor resistencia a
la oxidacion, lo cual prueba el efecto a nivel fisiologico de los
flavanoles del cacao (Rein y col, 2000). EI consumo de chocolate
negro afecta muy positivamente el metabolismo de las lipoproteinas
de alta densidad (HDL), identificadas habitualmente como el
“colesterol bueno”, incrementado su concentracion (Mursu vy col,
2004). Las HDL estan involucradas en el transporte reverso del

colesterol y un incremento en sus niveles es actualmente
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considerado como un efecto protector en el riesgo cardiovascular

(Negre-Salvayre y col, 2006).

De acuerdo a Baba vy col, (2007a), el polvo de cacao es rico en
polifenoles, tales como: catequinas y procianidinas, y se ha
demostrado en una variedad de modelos sujetos a inhibir la
formaciéon de LDL oxidada y la aterogénesis. Estos autores
evaluaron en personas normales y ligeramente
hipercolesterolémicas el colesterol LDL en plasma y las
concentraciones de LDL oxidadas después de la ingesta de
diferentes polvos de cacao, dando a ingerir a 160 sujetos, un polvo
de cacao con bajos compuestos polifenolicos (grupo placebo) o 3
muestras de polvo de cacao con alto contenido en polifenoles (13,
19,5, y 26 g / d), durante 4 semanas consumiéndolos como una
bebida caliente 2 veces al dia. En todos los casos, las
concentraciones de LDL oxidada en plasma disminuyeron al ingerir
polvo de cacao con alto contenido de polifenoles, y la concentracion
en plasma de colesterol HDL aumentd. Estos resultados sugieren
gue las sustancias polifendlicas derivadas de cacao en polvo pueden
contribuir a una reduccion en el colesterol LDL, una elevacion en el

colesterol HDL, y la supresion de LDL oxidada.

Baba y col, (2007b), examinaron si la ingesta a largo plazo de cacao
en polvo altera los perfiles de lipidos en plasma en sujetos humanos
normales y ligeramente hipercolesterolémicos, al medir los niveles
de retraso en la oxidacion del LDL en plasma, tras haber ingerido 25
pacientes por 12 semanas una cantidad de: (a) 0 y 12 g de polvo de
cacao y azUcar respectivamente (grupo control), y (b) 26y 12 g de
polvo de cacao y azucar. Los resultados corroboraron que en el
grupo (b) presento un mayor retraso en la oxidacion del LDL en

plasma respecto al grupo (a).

Los oligbmeros de las proantocianidinas del cacao han demostrado,

en diferentes modelos experimentales, su capacidad para inhibir la
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oxidacién de las LDL (Wan y col, 2001) y para incrementar la
produccién del NO (Oxido Nitrico) en el tejido endotelial, efecto que
se traduce en una accion vasodilatadora (Hermann y col, 2006), y de
relajacion vascular (Rein, 2000), disminuyendo, ademas, la insulino
resistencia (Grassi y col, 2005), uno de los marcadores importantes
del sindrome metabdlico, identificado actualmente como la
«patologia del siglo XXlI». También, se ha demostrado que las
proantocianidinas del cacao inhiben, tanto la activacion como la
agregacion de las plaquetas en los vasos sanguineos, efecto
fisiolégico que se complementa con la accion inhibidora de la
oxidacion de las LDL (Wan vy col, 2001; Rein, 2000).

Sin embargo, el chocolate sigue siendo un gran aliado para la salud
ya que otro de los componentes mayoritarios del chocolate podria
ayudar del mismo modo a la salud cardiovascular de quienes los
consumen. La manteca de cacao, esta compuesta por lipidos
constituidos de triglicéridos (98 %), acidos grasos libres (1 %),
diglicéridos (0,3 - 0,5 %) y monoglicéridos (0,1 %). También
contienen alrededor de 0,2 % de esteroles, tocoferoles (150 a 350
ppm), principalmente c- tocoferol, y de 0,05 a 0,13 % de fosfolipidos.
Los acidos grasos dominantes en la composicién de la manteca de
cacao son el palmitico (C16:0, P), 24,4 - 26,7 %,; el estearico (C18:0;
St), 34,4 - 35,4 %; el oleico (18:1; O), 37,7 - 38,1%, y el linoleico
(C18:2, L) en baja proporcion (1 - 2 %) (Alvarez, 2014). Numerosos
trabajos de investigacion focalizan el efecto de los flavanoles, tanto
monoméricos como oligoméricos, en la proteccion de la oxidacion de

las lipoproteinas de baja densidad, LDL (Mathur y col, 2002).

La oxidacién de esta lipoproteina, la principal transportadora de
colesterol en el sistema vascular (también identificada como LDL-
colesterol), es uno de los componentes del proceso que produce
dafio e inflamacién crénica en los vasos sanguineos, conduciendo a

la formacién de placas (ateromas) que obstruyen los grandes vasos,
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y que en su conjunto constituyen la ateromatosis, o patolégicamente
mejor conocida como arterioesclerosis; todos estos procesos van
acompafados de episodios de vasoconstriccion, por inhibicién en la
formacion del 6xido nitrico (NO), un radical libre que es el principal
agente vasodilatador, o que agrava aun mas el efecto de la lesion
(Valenzuela, 2007).

3.3 IMPORTANCIA DEL RESVERATROL EN LA SALUD

El resveratrol (RSV: 3,5,4 trihidroxi-trans-estilben. Figura 5) es un
compuesto polifendlico que representan a la clase de estilbeno
(Wenzel y Somoza, 2005), es un potente antioxidante, producido por
mas de 70 especies de plantas en respuesta a situaciones
estresantes como radiacion ultravioleta, infecciones fangicas, entre
otras (Burns y col, 2002). La mayoria de los estilbenos en las plantas
actian como fitoalexinas antifangicas (producida naturalmente por
varias plantas) compuestos que por lo general se sintetizan sélo en

respuesta a la infeccion o lesion.

El resveratrol dietético se ha implicado en los beneficios para la
salud asociados con las uvas y el vino tinto, mas especificamente
con beneficios potenciales para el sindrome metabdlico, el uso de
energia y el aumento de la resistencia (Hurts y col, 2008), asi
mismo, ayuda una amplia gama de actividades biolégicas, que
comprenden propiedades neuroprotectoras, anti-cancerigenas, anti-
isquémicas, antivirales, anti-envejecimiento y anti-inflamatorias (\Wu
y col, 2009; Shetty, 2011), asi pues, protege el cerebro contra la
oxidacion por estrés; siendo el estrés oxidativo conocido por jugar un
papel importante en la mayoria de las enfermedades

neurodegenerativas.
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El compuesto estilbeno del resveratrol es una medicina natural
derivada de frutas y hierbas. (Ou HO vy col., 2006). La propiedad
antiinflamatoria del compuesto estilbeno del resveratrol depende en
gran parte de su estructura y posicion de los grupos hidroxilo (OH).
Foti-Cuzzola y col, (2011). La capacidad del resveratrol para entrar
en el cerebro después de una administracion periférica y sin efectos
adversos en el cerebro o el cuerpo son otras caracteristicas que son
atractivos para el uso de este compuesto como tratamiento para la
lesion cerebral o enfermedades neurodegenerativas (Shetty, 2011),

como se menciono previamente.

OH

HO

OH

Figura 5. Resveratrol (RSV: 3,5,4 trihidroxi-trans-estilben).

Algunos de estos efectos, especialmente el antioxidante, necesitan
unas concentraciones elevadas en tejidos, aunque son una
excepcion algunos de sus efectos como quimio-preventivo y quimio-
terapéutico respecto al cancer. En dicho caso, la resveratrol afecta la
actividad de los factores involucrados en la transcripcion,
proliferacién y respuesta en relaciéon con el estrés y lideran la
modulacién de los factores apoptéticos y de supervivencia en la
carcinogénesis. En las enfermedades aterosclerGticas vy
neurodegenerativas, los efectos del resveratrol no son debidos

Unicamente a sus propiedades antioxidantes y antiradicalarias, sino
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que también intervienen en la modulacién de las rutas de la
transduccion de los sefiales celulares y la activacion de diversas

enzimas a concentraciones micromolares (Urpi-Sarda vy col., 2007).

El resveratrol ofrece una opcién prometedora en el tratamiento y
prevencién de enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson
y otros desordenes neuroldgicos (Bjorkhem vy col., 2006; Markus vy
col, 2008).

3.3.1 RESVERATROL Y ESCLEROSIS MULTIPLE

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria
autoinmune desmielinizante del sistema nervioso central. La
enfermedad también se considera como enfermedad de la sustancia
blanca ya que los axones mielinizados y protuberancias neuronales

permanecen en la materia blanca del cerebro y la médula espinal.

La eficacia terapéutica del compuesto de estilbeno del resveratrol
para el tratamiento de EM ha sido demostrado por (Fonseca- Kelly vy
col., 2012). Se ha encontrado que el resveratrol podria ser un
compuesto inmunoterapéutico prometedor que induce respuestas
inmunes anti-inflamatorias mediadas por células; el RSV ejerce esta
actividad mientras que disminuye simultaneamente la gravedad de la
desmielinizacion como resultado de acontecimientos inflamatorios en
el SNC. Se ha visto que el resveratrol indirectamente inhibe el factor
nuclear kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas), involucrado en la toxicidad por P-

amiloide que genera enfermedad de Alzheimer (Markus y col, 2008).

3.3.2 RESVERATROL Y ALZAIMER

En la enfermedad de Alzheimer el hipocampo es una de las primeras

regiones del cerebro en sufrir dafio. Los problemas de memoria y
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desorientacion entre los primeros sintomas. El dafio al hipocampo
también puede proceder de situaciones
de hipoxia, encefalitis o epilepsia del I6bulo temporal. Las personas
que han sufrido un dafio extenso en el hipocampo pueden
experimentar amnesia, es decir, la incapacidad para adquirir 0
retener nuevos recuerdos (Duvernoy, 2005).

3.3.3. RESVERATROL Y EPILEPSIA

La epilepsia es un trastorno provocado por un desequilibrio en la
actividad eléctrica de las neuronas en alguna zona del cerebro. Se
caracteriza por uno o varios trastornos neurologicos que dejan una
predisposicion en el cerebro a padecer convulsiones recurrentes,
que suelen dar lugar a
consecuencias neurobiolégicas, cognitivas y psicologicas (Fisher vy
col, 2005). Se desarrolla debido a la hiperactivacion de las neuronas.
Esto es consecuencia de las alteraciones condicionadas a la
transmision sinaptica en el cerebro. Si bien con la epilepsia existen
vinculos genéticos, la formacion de los tumores cerebrales, lesiones
cerebrales y enfermedades neurodegenerativas con frecuencia
conducen a la epilepsia y a convulsiones en la edad adulta. En la
epilepsia, la activacion de células gliales en el I6bulo temporal, es
una caracteristica que modula la funciéon neuronal en convulsion
(Foresti y col, 2011), por lo tanto, la inhibicibn de gliosis y la
regulacion de la diferenciacién selectiva de las neuronas en el
cerebro que son importantes para el desarrollo de las intervenciones

terapéuticas en epilepsia.

Wu y col, (2009), evaluaron el efecto antiepiléptico del resveratrol en
el l6bulo temporal inducido por el Kainato en ratas, realizando un
registro de electroencefalografia intracraneal, y demostrando que el
RSV disminuye la frecuencia de las convulsiones espontaneas e
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inhibe las descargas epileptiformes. Este estudio también reveld que
en ratas administradas con RSV el nivel de expresion de los
receptores de Kainato (KARS) se redujo en el hipocampo en
comparacién con la de los epilépticos que aumenta. Estos resultados
sugieren que el RSV es un potente agente antiepiléptico. Segun
Contractor y col (2000), los receptores de kainato son abundantes
en el hipocampo y tienen un rol minoritario en la sefializacion de
las sinapsis. No obstante, fundamental en la plasticidad sinaptica,
pues afectan a la respuesta a posteriori de la célula estimulada.

Shetty, (2011), discute el uso del RSV para tratar las convulsiones
agudas y la prevencion del desarrollo de un estado epiléptico
caracterizado por convulsiones recurrentes espontaneas y disfuncion
cognitiva. Por su parte (Gupta y col, 2002), estudiaron el efecto
protector del resveratrol frente a ataques inducidos por
pentilentetrazol y su modulacion por un sistema adenosinérgico,
demostrando que el uso de un anticonvulsivo mas resveratrol reduce
significativamente la incidencia de convulsiones tonico-clonicas

generalizadas.

3.34 RESVERATROL Y ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

Los taninos de los hollejos de uvas, estan constituidos por
proantocianidinas y prodelfinidinas (Souquet et al., 1996), mientras
gque los de las semillas Unicamente por proantocianidinas
parcialmente galoiladas (Prieur et al.,, 1994), lo que conlleva a la
prevencion de enfermedades cardiovasculares. En conjunto, los
efectos antioxidantes de alimentos ricos en flavonoides pueden
reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular. (Kris-Etherton vy col,
2002).
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En la poblacion del sur de Francia, los habitantes, a pesar de tener
una dieta rica en grasas saturadas y unos factores de riesgo
similares a los de otros paises industrializados (escaso ejercicio,
elevado consumo de tabaco, etc.) gozan de una buena salud
cardiovascular, la cual ha sido atribuida a un mayor consumo diario y
moderado de vino, especialmente de vino tinto por dicha poblacion
(Gomez y col., 2004). A esta “paradoja francesa” se debe atribuir, en
parte a la presencia de resveratrol en vino lo que conduce a baja
incidencia de cardiopatia isquémica y de otras enfermedades

cardiovasculares.

Ademas la proteccion cardiovascular que ofrece el resveratrol
contribuye a la neuroproteccion. En numerosos estudios se ha visto
gue el tratamiento con resveratrol disminuye marcadamente el dafio
cerebral causado por isquemia, hemorragia, convulsiones y epilepsia
(Markus y col, 2008).

3.3.5 RESVERATROL Y CANCER

La busqueda de agentes quimiopreventivos del cancer novedosos y
eficaces ha conducido a la identificacion de varios compuestos que
ocurren naturalmente uno de los cuales es el resveratrol que tiene
efectos anti-inflamatorios y antioxidantes potentes y para inhibir la
agregacion plaguetaria y el crecimiento de una variedad de células

cancerosas.

Segun Athar vy col (2007), su potencial quimiopreventivo y
actividades quimioterapéuticos tanto in vitro como in vivo, se han
demostrado en las tres etapas de la carcinogénesis de la piel
inducido por UVB en ratones (iniciacién, promocién y progresion),
asi como en varios otros tipo de roedores, proporcionando foto-

proteccion, previniendo el dafio celular.
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El resveratrol se ha mostrado eficaz en modelos murinos con di-
versos canceres humanos, de forma que cuando se afiade a células
en cultivo es capaz de inhibir una gran variedad de lineas celulares
cancerigenas. En los cultivos celulares el resveratrol induce la

detencion del ciclo celular permitiendo:

e Ganar tiempo para reparar el ADN dafiado

e Inducir la activacion de las vias que conducen a la apoptosis
cuando el dafio es irreversible en determinadas células
cancerigenas

¢ Inhibir la proliferacion de células neopléasicas.

Asi, el resveratrol entraria a formar parte del grupo de componentes
de la dieta que pueden regular el ciclo celular y contribuir a la

prevencion del cancer.

3.3.6 ALIMENTOS RICOS EN RESVERATROL

El resveratrol es abundante en la piel y semillas de uvas como
viniferina (Ou HO vy col., 2006; Shetty, 2011), tiene propiedades
antioxidantes y anti-inflamatorias (Ou HO vy col., 2006; Dani y col.,
2009) que se han estudiado ampliamente en las enfermedades

cardiovasculares y la aterosclerosis (Dai y col., 2000).

Segun diferentes autores (Burns y col, 2002; Tang y col, 2014) se
halla en las partes lefiosas del pino, la vid, los frutos secos (nueces,
cacahuetes), la piel de las uvas y en el vino, especialmente en el
vino tinto, en las moras y otros frutos silvestres. Segun Burns vy col
(2002), el resveratrol se encuentra en la naturaleza en forma de
isbmero cis- y trans, siendo la forma mas habitual en la piel de la uva
el trans-reveratrol. Los vinos tintos son principalmente una fuente de

cis y trans-resveratrol. Mientras que los cacahuetes y las uvas
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contienen bajos niveles de la estilbenos, en el té Itadori y vino tinto
las concentraciones de resveratrol son relativamente altas. Para las
personas que no consumen alcohol, el té Itadori puede ser un

sustituto adecuado del el vino tinto.

El trans-resveratrol ha sido descrito como un compuesto capaz de
ayudar a prevenir o reducir un amplio abanico de disfunciones como
cancer (Jang vy col., 1997, Asensi y col., 2002), obesidad (Macarulla,
et al., 2009), enfermedades hepaticas (Gomez-Zorita y col., 2012) y
ECV (Gomez-Zorita vy col., 2012) entre muchas otras. Ademas, se le
ha atribuido la capacidad de aumentar la resistencia al estrés y
prolongar la esperanza de vida de levaduras (Howitz y col., 2003)
hasta vertebrados (Baur y col., 2006, Valenzano, y col., 2006).

La cantidad de RSV depende de diversos factores tales como la
variedad de vid cultivada, las condiciones agronomicas, la region
geografica y de los procesos enoldgicos utilizados (Langcake&Pryce,
1976, Siemann&Creasy, 1992). Siendo una fitoalexina, su sintesis se
ve aumentada en respuesta al estrés ambiental, sobre todo aquél
producido por infecciones bacterianas o fungicas, asi que, un vino
producido a partir de uvas que hayan sufrido un ataque de este tipo

tendra niveles mas altos de RSV.

Debido a que Venezuela posee un clima tropical, la produccién
vinicola es muy escasa. Sin embargo, recientemente se ha iniciado
el cultivo de uvas para la produccion vinicola; principalmente en el
estado Lara se encuentra en cierto grado las condiciones climaticas
y del suelo pertinentes para la cosecha de uvas; uno de los vifiedos
mas importantes se encuentra en la localidad de Altagracia
(practicamente la capital vinicola de Venezuela), comunmente
conocidas como “Las Vinas de Altagracia” pertenecientes a la marca

comercial vinicola “Pomar”.
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Las uvas que se producen bajo estas condiciones climaticas, y
especificamente en este vifedo son Chenin Blanc, Syrah,
Tempranillo, uvas destinadas a la produccion de vino jévenes y
madurados. Por otro lado el Instituto de la Uva de la Universidad
Centroccidental Lisandro Alvarado, ha estado trabajando en
especimenes distintos y en la produccion de vino utilizando cepas
criollas y tropicalizadas.

3.3.7 METABOLISMO NEUROPROTECTOR DEL RESVERATROL
Y SU EFECTO CONTRA EL ENVEJECIMIENTO.

El resveratrol es absorbido en el intestino delgado y metabolizado;
alrededor del 75% de este polifenol se excretan a través de las
heces y la orina. La biodisponibilidad oral de resveratrol es muy baja
debido al metabolismo rapido y extenso y la consiguiente formacién
de diversos metabolitos como glucurénidos y sulfatos de resveratrol
(Wenzel y Somoza, 2005). Por tanto, sus beneficios en la salud
derivados de la ingesta son debido a los metabolitos biolégicamente

activos que se forman (Urpi-Sarda J., y col, 2007).

Actualmente, se estd hipotetizando que el resveratrol actia
utilizando las mismas rutas metabdlicas que la restriccion calérica
(Urpi-Sarda y col., 2007).

La restriccion calorica y el resveratrol tienen en comdn que ambos
aumentan la sensibilidad a la insulina por reduccion de la glicemia,
insulinemia y aumento del HDL ya que ambos activan el gen SirT-1,
el gen mas asociado actualmente con aumento de la longevidad.
Este gen codifica para las sirtuinas (Lekli y col, 2010). Se han
descubierto 7 sirtuinas en mamiferos, de las cuales SIRT- 1 es la
encargada de prolongar la vida tanto por restriccién calorica como

por resveratrol. La activacion de SIRT-1 lleva a la activacion de
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varias vias implicadas en el metabolismo de carbohidratos,
metabolismo de grasas y supervivencia celular, que tiene como
consecuencias finales disminuciéon de enfermedades metabdlicas,
cardiovasculares, neurolégicas y mitocondriales (Markus y col, 2008;
Borge y col, 2013).

De acuerdo con un estudio publicado por Morselli y col (2010), el
resveratrol activa los genes de la longevidad en cierta variedad de
levaduras aumentando la esperanza de vida, funciona de la misma
forma que la restriccion calérica (la Unica forma cientificamente
probada que aumenta la longevidad) por activaciéon de los genes
SIRT que también se encuentran en humanos. SIRT1 regula
diferentes procesos celulares como la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis a través de la desacetilacion de importantes proteinas
reguladoras como del factor nuclear kB (NF-kB).

El RSV ejerce una accion neuroprotectora en el sistema nervioso
central, que presumiblemente implica la regulacion de la
transcripcion de la familia de las proteinas NF-kB. EI NF-kB es un
complejo proteico que controla la transcripcion del ADN.
La transcripcion del ADN es el primer proceso de la expresion
génica, mediante el cual se transfiere la informacién contenida en la
secuencia del ADN hacia la secuencia de proteina, utilizando
diversos ARN como intermediarios. Durante la transcripcion
genética, las secuencias de ADN son copiadas a ARN mediante
una enzima llamada ARN polimerasa que  sintetiza  un ARN
mensajero que mantiene la informacién de la secuencia del ADN
(Nelson y col, 2008).

Las NF-kB se encuentran en la mayoria de tipos de células animales
y esta implicado en la respuesta celular frente a estimulos como el
estrés, las citoquinas, radiacion ultravioleta, LDL oxidadas
y antigenos bacterianos o virales (Gilmore TD. 2006). ElI NF*kB

tienen un rol clave en la regulacién de la respuesta inmune debida a
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la infeccion (las cadenas ligeras kappa son componentes cruciales

de las inmunoglobulinas).

La regulacion defectuosa del NF-kB esta relacionada con el cancer,
enfermedades inflamatorias y autoinmunes, shock séptico,
infecciones virales o un desarrollo inmune inadecuado. También esta

implicado en procesos de plasticidad sinaptica y de memoria

Sin embargo, es primordial mencionar que los efectos bioldgicos
expuestos en los trabajos experimentales fueron observados al
utilizar cantidades mucho mas elevadas que las obtenidas en el
plasma humano tras la ingesta oral de resveratrol; por tanto se re-
gueririan cantidades enormes para activar los SIRT de manera
eficiente, por lo que falta determinar con exactitud la dosis de
resveratrol que produciria en los seres humanos los efectos pre-
ventivos frente a determinadas enfermedades; asi mismo muchos
autores (Markus y col, 2008; Athar y col, 2007; Shetty, 2011; Wu y
col, 2009), corroboran que estan en marcha diferentes ensayos
clinicos para evaluar la respuesta exacta en seres humanos del
resveratrol, que hasta el momento en los estudios in vivo e in vitro ha
mostrado un efecto antienvejecimiento, quimiopreventivo, cardio y

neuroprotector (Urpi-Sarda vy col., 2007).

3.4 IMPORTANCIA DEL TRIPTOFANO EN LA SALUD

El triptéfano es un aminoacido esencial que se debe administrar por
medio de alimentos que lo contengan, ya que el organismo no lo
sintetiza. Este aminoacido es el precursor de la serotonina que
comunmente se encuentra relacionada con proporcionar felicidad y
bienestar dentro de nuestro sistema nervioso; numeros estudios
(Dinges y col, 1994; Paredes y col, 2007; Cubero, 2004), confirman
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gue la serotonina esté involucrada con la regulacion del suefio y del
placer, incluso se ha corroborado que la presencia de serotonina en
el cerebro ejerce diversas acciones terapéuticas dentro del

organismo.

Mucho se ha relacionado el consumo de este aminoacido con la
salud y salud mental:

3.4.1 TRIPTOFANO Y ESTADOS DEPRESIVOS

Segun Riemann y col. (2001), la concentracion del aminoéacido
triptéfano disminuye en pacientes deprimidos con respecto a
personas normales, produciéndose una disminucién de los niveles
de serotonina, neurotransmisor sintetizado a partir de este
aminoacido y que también estd directamente implicado en la
depresion. Cuando se produce un trastorno depresivo, este va
acompafado de una respuesta del sistema inmune inflamatorio
(citocinas, interleucinas, entre otras.) observandose una relacion
inversamente proporcional entre estos indicadores del sistema

inmune y la concentracién de triptofano en plasma.

Se ha visto que pacientes con depresion tienen menores niveles de
este aminoacido en plasma que personas normales. La
administracion intravenosa de triptéfano se ha usado durante
décadas para analizar la funcion de la serotonina en pacientes
deprimidos, antes y durante el tratamiento antidepresivo (Cubero vy
col., 2006). Cuando a pacientes con depresion se les disminuia la
cantidad de triptéfano, se producia una recaida de sus sintomas,
produciéndose déficit en la actividad serotoninérgica y una
disminuciébn en su recaptaciéon, pero no se producian efectos
inmediatos sobre el humor. Sin embargo, cuando se les

administraba de forma intravenosa este aminoacido, se producia
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una disminucion de los sintomas depresivos y una mayor respuesta
del cortisol, disminuyendo con ello el nerviosismo y la irritabilidad
(Delgado y col., 1990). Los niveles bajos de tript6fano circulante
también se han relacionado con el suicidio, ya que varios estudios
han demostrado niveles bajos de serotonina en el liquido
cefalorraquideo en pacientes suicidas (Hung y col., 2011; Shinozaki
y col., 2013).

3.4.2 TRIPTOFANO E INSOMNIO

Desde hace muchos afios se descubrio que el tiempo para conciliar
el suefio se puede reducir en forma importante administrando en
forma oral triptéfano. La reduccion en la latencia para dormir es un
hecho importante a dosis de un gramo de triptéfano. Segun estudios
realizados por Dinges y col, (1994), incluso pacientes con insomnio
se quedan dormidos mas facilmente, después de una sola dosis de

triptéfano.

Paredes y col (2007), determinaron que el triptéfano aumenta el
descanso nocturno y ejerce un efecto directo en los niveles de
melatonina y serotonina en suero, corroborado que al suministrar
300 mg / kg triptéfano a las 19:00 horas (mejores resultados) los
niveles y amplitudes nocturnos y diurnos de serotonina y melatonina
fueron significativamente mas altos que los niveles correspondientes
antes y después del tratamiento. Se ha observado que las personas
gue presentan alteraciones del suefio, al igual que ocurria en
pacientes depresivos, existe una disminucién de los niveles de

triptéfano en plasma respecto a personas normales (Cubero, 2004).

3.4.3 METABOLISMO DEL TRIPTOFANO
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A nivel plasmatico, el triptéfano es el Unico aminoacido que circula
ligado a la albumina (90% del total de triptéfano plasmatico), por lo
gue entra en competencia con los &cidos grasos no esterificados.
Del triptofano plasmético, solo el, no-ligado a la albumina es capaz
de cruzar la barrera hemato-encefélica. El tript6fano pasa de la
sangre al liquido cefalorraquidico, superando la barrera hemato-
encefalica mediante un transportador tipo L (LAT1; transporte
activo). Este transportador también lo utilizan la tirosina, la
fenilalanina, la leucina, la isoleucina y la valina (aminoacidos neutros
de gran tamafio; LNAA) que compiten con el triptéfano (Ruddick y
col., 2006).

El 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) tiene ventajas sobre el triptdfano, ya
gue su absorcion intestinal no requiere la presencia de un
transportador y que no se ve afectada por la presencia de otros
aminoéacidos y carbohidratos en la dieta (Comai y col, 2007a, b;
Bertazzo y col, 2011). La absorcién del SHTP también dependera de
la digestibilidad de la proteina, la presencia de factores anti-
nutricionales, relaciéon de triptéfano / aminoacidos neutros y la
presencia de carbohidratos afiadidos a la bebida (Comai y col.,
2007a, b).
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Sintesis de proteina
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Figura 6. Metabolismo endégeno del triptéfano (Le Floc’h y Seve.,

2007).

5-hidroxitriptéfano o 5-HTP (2-amino-3- (5-hidroxi-1H-in-dol-3-il)
propanoico) es un aminoacido de origen natural. Se descarboxila a
la serotonina por la descarboxilasa aromatica-L-amino-acido en
presencia de la vitamina B6. Esta reaccién se produce tanto en el

tejido nervioso como en el higado (Bertazzo y col, 2011).

De acuerdo a Siegel (1999), las neuronas de los nucleos del rafe son
la fuente principal de liberacién de la 5- hidroxitriptamina (5-HT) en el
cerebro. Los nucleos del rafe son conjuntos de neuronas distribuidas
en nueve grupos pares y localizados a lo largo de toda la longitud del

tronco encefdlico, centrado alrededor de la formacién reticular.
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Los axones de las neuronas de los nucleos del rafe terminan en, por
ejemplo: nudcleos cerebelosos profundos, corteza cerebelosa,
médula espinal. Por otro lado, los axones de las neuronas en el
ndcleo rostral dorsal del rafe terminan entre otros en: Talamo y
Nucleo estriado, Hipotdlamo y Nucleo accumbens, Neocortex y Giro

cingulado; Cingulo e Hipocampo, y Amigdala entre otros.

La serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT (3- (2-aminoetil) - 1H-indol-
5-ol) es un neurotransmisor en el SNC. Se sintetiza a partir del
aminoacido L-triptéfano por una via metabdlica corta que consta de
dos enzimas: la triptofano hidroxilasa (CE 1.14.16.4) y la
descarboxilasa de aminoacidos (CE 4.1.1.28) con 5- hidroxitriptéfano
(5-HTP) como un intermedio, tal cual se observa en la figura anterior.

Gitlin y Clin, (1994), describieron 9 grupos de células que contienen
serotonina de B1 a B9: (a) el grupo mas grande de células
serotoninérgicas es el grupo B7 contiguo al B6; estos grupos son el
nacleo dorsal del rafe, (b) el B8 es el ndcleo medio del rafe, nucleo
central superior, (c) el B9 tecmento lateral del puente y del cerebro
medio y (d) el B1 a B5 caudalmente y contienen un numero bajo de

células serotoninérgicas.

Vias dopaminérgicas Vias serotoninérgicas
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Figura 7. Vias serotoninérgicas (Siegel G, 1999).
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Gracias a una dieta rica en triptéfano, ambos precursores de
serotonina (triptéfano y 5-HTP) pueden afectar los niveles de
serotonina en el cerebro. Los altos niveles de triptofano libre (no
proteico), se absorben facilmente, y ello conduciria a aumentar su

disponibilidad en el cerebro.

Segun Bertazzo y col. (2011), la serotonina que se toma oralmente no
pasa a las vias serotoninérgicas del SNC, ya que no atraviesa la
barrera hematoencefalica; la sintesis y rotaciébn de la serotonina
cerebral dependen directamente de la absorcién de sus precursores:
triptofano y 5-hidroxitriptofano, a través de la barrera hemato-

encefalica.

3.4.4 SEROTONINA

La serotonina tiene diversas actividades en el cerebro, que juega un
papel importante en la modulacidon de: ira, la agresion, la
temperatura corporal, el estado de animo, el suefio, la sexualidad
humana, el apetito y el metabolismo, asi como estimular el vomito
(Bertazzo y col, 2011).

El papel que desempefia la serotonina en el comportamiento social
se puede corroborar, con un tratamiento que consistia en pequefas
dosis de serotonina, para corregir el comportamiento alterado y
agresivo derivado del efecto de hormonas como la testosterona y

otros derivados esteroideos (Diaz y col, 2009).

Aan het Rot y col, (2006), proponen que el incremento de serotonina
en individuos sanos con comportamiento conflictivo deberia reducir
la conflictividad y aceptar el comportamiento correcto. Para
comprobarlo se estudiaron individuos que tomardn triptéfano y
analizaron el comportamiento y las sensaciones percibidas de las

otras personas durante diferentes interacciones de la vida social. Se

44
Jennyfer Flérez Méndez. (2017). Tesis Doctoral



comprobd el incremento de triptéfano disminuy6 el comportamiento
conflictivo y aument6 el comportamiento agradable y la percepcion
de la agradabilidad. Los hombres actuaron menos dominantes y
tanto hombres como mujeres percibieron a los otros como mas
dominantes. Por tanto, el efecto del triptéfano sobre
comportamientos y percepciones, era generalmente positivo y
acompafado de mejores afectos. El aumento de la serotonina en
gente conflictiva puede no solo reducir el comportamiento conflictivo
gue suele acompafiar en alteraciones fisicas y mentales sino que
también aumenta los comportamientos positivos sociales y mejora
las percepciones sociales. Los resultados de esta investigacion
explicarian por qué algunas personas se vuelven mas agresivas

cuando no han comido.

Segun Morin (1999), el comportamiento humano depende de la
cantidad de luz que el cuerpo recibe por dia. De esta manera se
produce durante las estaciones menos soleadas (otofio e invierno)
un aumento de la depresion y falta de estimulo sexual. Cuando llega
la primavera y el verano, la serotonina se condiciona a la luz que
recibe del organismo, lo que conlleva un aumento progresivo del
bienestar y la felicidad con mayor estimulo sexual, producto de las

concentraciones de este neurotransmisor en el cerebro.

Por otro lado también se ha relacionado los niveles de serotonina
con algunos trastornos alimentarios; Kaye y col (2009), determinaron
gue las pacientes bulimicas se asocian con niveles bajos de
serotonina, y sintomas como impulsividad, agresividad e intentos de
suicidio y atracones; pacientes anoréxicas, asociadas a niveles altos
de serotonina y sintomas como tendencia al perfeccionismo, ideas
obsesivas y pérdida del apetito. Se podria interpretar como que las
pacientes bulimicas, a través del atracon contrarrestarian la
hiposerotoninemia, y las pacientes anoréxicas paliarian con el ayuno

los estados de hiperserotoninemia.
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Se podria decir que la serotonina es la "hormona del placer",
ademas de ser la "hormona del humor". Para que se produzca la
eyaculacion u orgasmo, el hipotalamo libera oxitocina a través de la
hipofisis (hormona que se segrega en la neurohipdfisis y que
también es responsable de las contracciones durante el parto).
Después de eyacular, aumenta considerablemente la cantidad de
serotonina en el cerebro lo que provoca un estado de placer y
tranquilidad (Cubero y col., 2006).

3.4.5 ALIMENTOS RICOS EN TRIPTOFANO

A continuacién se presentan los niveles de triptéfano (ligado y libre)
en diferentes tipos de alimentos segun los estudios realizados por
diferentes autores (Bertazzo y col, 2011; Martins y col, 2010; Comali y
col, 2007a, Comai y col, 2007b).

Tabla 2. Contenido total de Triptéfano en diversos alimentos.

TRIPTOFANO NO
LIGADO A PROTEINA Trp
TRIPTOFANO
ALIMENTOS PROTEINA® soluble AUTOR
(g/100 Base LIBRE (g de total en
(mg/100 g Base en H20
seca) seca) (mg/100 g (Mg/100 base base seca
base seca) g seca)
g base
seca)
Cacao
Bertazzo
Venezolano 14,1 + 13,46 + 16,35 +
(Theobroma 043 201 +£19 183 242 0,230 1.63% y col.
’ ' ) (2011)
Cacao)
Café arabica .
Martins
ércéogiff; 1392% | 1208x33 | *2%B* Nd* | 0,142 | 1.02% y col
Verde (2010)
Café robusta Martins
Ca(nce"f;]eoa:a) 136'77‘2i 154,0 £ 4,5 3(5030* Nd* | 0,157 | 1.14% y col
P ' ' (2010)
Verde
46

Jennyfer Flérez Méndez. (2017). Tesis Doctoral




Café arabica
(Coffea Martins
arabica). 061311 0,0281 + 4,1 Nd* Nd* Oé%(io 0 y col
Tostado ’ (2010)
(171°C/15")
Café robusta
(Coffea Martins
canephora). 061511 0.0495+4,6 Nd* Nd* 021%%0 0 y col
Tostado ' (2010)
(171°C/15")
- Comai
Haba (Vicia 27,7+ 4,08 + 4,73 + (
' 240 £13,1 ! ! 0,248 0.8% y col,
faba) BEAN 0,82 0,26 0,29 2007a)
Garbanzo (Comai
(Cicer 239+ 257+ 9,6 582+ | 752% 1390 | 1,6% y col,
arietinum L.) 0,56 1,25 1,11 2007a)
CHICKPEA
Lentejas i
(Comai
(Lens 216+ 213+7,0 392+ | 426% | 5501 | 0.8% y col,
culinaris 1,02 0,13 0,41 2007
Medik) a)
Guisante .
. (Comai
(Pisum 228+ 192 + 13,3 575+ | 119t 15504 | 0.0% y col,
sativum) 0,78 0,20 0,13 2007
PEA 3)
Haba de (Comai
soya 38,3+ 17,07 + 16,9 + 0
(Glycine 0,98 502£51,0 0,07 129 | 953 | 14% y ool
max) 3)
Mani
(Arachis © .
omai
hypogaea) 284+ 287 + 25,9 224+ | 318% 15002 | 1,03% y col,
1,12 0,17 0,19
2007a)
GROUNDNUT
TRIPTOFANO NO Trp
cont.pE | TRIPTOFANO | 11GADO A PROTEINA | total | 9 en base
ALIMENTOS | PROTEINA™ | oo SrEiNA? aproteina | 5 1oR
(9/100 Base LIBRE Fraccién (g de total en
(mg/100 g Base
seca) (mg/100 g soluble base base seca
seca)
base seca) en H20 seca)
Quinoa ( .
. Comai
(Chenopodiu | g 4, 9 > 187+6 297+ | 403% | o194 | 1.1% y col,
m quinoa 0,24 0,13 2007b)
Willdenow)
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Trigo (Comai
(Triticum | 16,8+ 1,3 195+7 3OF | %o | 0203 | 2% y col,
aestivum) ’ ’ 2007b)
(Comai
Arroz (Oryza 7,94 + 0,30 = 0,34 =
; 97 +2 0.097 1.2% y col,
sativa) 0,54 0,02 0,01 2007b)
. (Comai
Mozisy® | soaxoeo | 442 oo | 080 looas | 05% y col,
y e 2007b)
Cebada (A. (Comai
Hordeum 11,8+0,9 113£5 568f8i 660241 0.124 | 1,05% y col,
Vulgare) ' ' 2007b)
Avena (Comai
(Avenasativ | 11,3+0,8 1105 3653?21 4611201 0117 |  1,04% y col,
a) ’ ’ 2007b)
Centeno (Comai
(Secale 10,7+07 88 +2 200 | 355 10093 | 08% y col,
cereale) RYE ! ! 2007b)
Sorgo (Comai
(Sorghum [ 61+2 O | Lo ooz | 07% y col,
vulgare) ' ! ! 2007b)
MIJO PERLA .
. (Comai
(Pennisetum 4,87 + 4,95 + o
typhoides) | 1L4%0.7 110 + 4 0.2 021 |0119 | 105% 2368%)
Pearl millet

®Los resultados fueron calculados utilizando el factor de conversion de proteina (6.25 como
nitrégeno). ®Determinados en triplicado por HPLC después de hidrolisis alcalina de
FLOURS. *Nd: No detectado.

Es adecuado resaltar que Martins y col (2010), no hallaron triptéfano
libre en ninguna de las muestras de café tostadas (ligero, oscuro y
medio), ya que el mismo se degradd completamente durante el
tostado y los niveles de triptéfano ligado a proteina fueron

disminuyendo progresivamente con el tostado.
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Como se pudo observar en la tabla anterior, los niveles de triptéfano
en semillas tales como garbanzo, soya y mani son mas altos que los

niveles de triptéfano presentes en cereales.

El porcentaje de contenido de triptofano en base seca respecto a la
proteina total en garbanzo y el Cacao es muy similar (1.6%),
presentdndose en estas semillas el mayor contenido de triptéfano
respecto a la proteina del alimento como tal, del mismo modo la
soya y el mani presentan un 1.4 y 1.03% respectivamente de
triptéfano.

3.5 ESTUDIO DE INTERVENCION

Los estudios epidemioldgicos clasicamente se dividen en
experimentales y no-experimentales. En los estudios experimentales
(estudio de intervencion por ejemplo) se produce una manipulacion
de una exposicion determinada en un grupo de individuos que se
compara con otro grupo en el que no se intervino, o al que se
expone a otra intervencion, del mismo modo, un estudio de
intervencién se considera un estudio epidemiolégico analitico que
incluye un ensayo clinico, un ensayo de campo 0 un ensayo

comunitario (Pita, 2001).

3.5.1 BIOETICA

Es necesario que cualquier investigacion médica que comporte el
estudio de personas cumpla con una serie de requisitos éticos
claramente establecidos en la Declaracion de Helsinki. Esta
declaracion, redactada por la Asociacion Médica Mundial en 1964,

fue el primer documento que propuso criterios y medidas para
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proteger a los individuos que participan en la investigacion
biomédica. Sus principios fundamentales consisten en la necesidad
de que el protocolo de ensayo clinico sea aprobado por un Comité
de Etica y la necesidad de obtener el consentimiento informado
previo, libre e informado del paciente. En cualquier ensayo clinico
con voluntarios sanos o con enfermos, es importante considerar los
aspectos éticos del estudio, por ello, todo protocolo de ensayo
clinico debe ser evaluado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica (CEIC), un organismo independiente constituido por
profesionales sanitarios y miembros no sanitarios, encargado de
velar por la proteccion de los derechos, la seguridad y el bienestar
de los sujetos que participan en un ensayo clinico, y de proporcionar
una garantia publica al respecto mediante, entre otras, la evaluacion
y emision de un dictamen referente al protocolo del ensayo, la
idoneidad del investigador, la adecuacion de las instalaciones, los
métodos y materiales que seran utilizados para obtener y
documentar el consentimiento informado de los sujetos del ensayo
(Carneiro y col., 2013).

En este trabajo resulta de gran importancia profundizar un poco mas

acerca de ciertos parametros bioquimicos evaluados:

3.5.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Segun el laboratorio de bioquimica clinica de la universidad de
Buenos Aires (UBA), la bioguimica clinica es la rama del laboratorio
en la que se usan métodos quimicos y bioquimicos para el estudio
de las enfermedades. En la practica, estd usualmente dedicada,
aunque no exclusivamente, a los estudios de la sangre, orina y otros
fluidos bioldgicos debido a la relativa facilidad de obtencion de este

tipo de muestras. Las investigaciones bioquimicas estan
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involucradas, en grados variables, en todas las areas de la medicina

clinica.

Cada ensayo bioquimico deberia proveer respuesta a una pregunta
generada en el médico sobre el paciente. Los resultados de los tests
bioquimicos pueden ser de uso para el diagnéstico, screening y
prognosis de una enfermedad asi como para el seguimiento de su

tratamiento.

Los resultados de los tests de laboratorio usualmente se comparan
con un rango de referencia que representa el estado saludable
normal (ver Tabla 2). Sin embargo, este rango de referencia soélo
debe ser tomado como una guia y es importante tener en cuenta que
un resultado anormal no siempre indica la presencia de una

enfermedad, ni un resultado normal la ausencia de ella.

La discriminacion entre resultados normales y anormales esta
afectada por varios factores fisiologicos que deben ser considerados
al interpretar cualquier resultado. Por ejemplo: sexo, edad, dieta,
stress, ansiedad, ejercicio, historia médica del paciente, hora de
extraccion de la muestra, entre otras. son factores que el médico

debe evaluar al interpretar un resultado.
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Tabla 3. Valores normales para parametros Bioquimicos.

PARAMETROS VALORES
BlOQUiMlCOS NORMALES FUENTE
Glicemia 70 — 100 mg/dL Criterios ADA 2006-2007
(mg/dL)
Creatinina
(mg/dL) <1 mg/dL Sanz, 2003.
Triglicéridos Pasternak, 2001; ATP III*
(mg/dL) < 150 mg/dL 2004
Colesterol total <200mg/dL | Pasternak, 2001; ATP Ill, 2004
(mg/dL)
HDL Pasternak, 2001; ATP Il ,
(mg/dL) 40-60 mg/dL 2004
LbL < 100 mg/dL Pasternak, 2001; ATP IIl, 2004
(mg/dL) g ' ' '
VLDL
- MMC, 2017**
(mg/dL) 2 — 30 mg/dL U C, 20
Acido drico
(mg/dL) < 7,5 mg/dL Sanz, 2003.
Insulina 0-10 pU/mlen Criterios ADA 2006-2007
ayunas

*ATPIIl: Report of the Adult Treatment Panel Il
* UMMC: University of Maryland Medical Center

3.5.2.1 QUIMICA CLINICA

El término Quimica Clinica comprende un alto numero de
determinaciones de concentraciones circulantes de compuestos
organicos y enzimas implicados en una amplia variedad de procesos

metabdlicos, para este estudio, las mas importantes son:
a) Glicemia: Es la medida de concentracion de glucosa en sangre.

Segun Campillo, 2014; Cada vez que comemos hidratos de carbono,
en mayor o menor medida aumenta la glucosa en la sangre. Al i
ncrementarse esta, el pancreas comienza a segregar la hormona
insulina, que tiene por mision introducir la glucosa dentro de las
células.
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En algunas personas, por un defecto genético que se acrecienta con
la edad, se producen alteraciones fundamentales de esta importante
funcién. Primero hay una especie de sordera de las células a la
insulina (es la resistencia a la insulina). La insulina no ejerce bien su
funcibn y queda mucha glucosa circulando en la sangre
(hiperglucemia). En estas condiciones el pancreas se vea forzado a
fabricar una gran cantidad de la hormona, de tal forma que hay mas
insulina circulando en la sangre de lo que seria normal

(hiperinsulinemia).

La consecuencia es que muchas personas de mas de cuarenta
afios, sin que lo adviertan, tienen permanentemente mas glucosa y
mas insulina circulando en su sangre de lo que seria conveniente.
Esta hiperglucemia y esta hiperinsulinemia son, en gran parte, las
responsables de que se desarrollen alteraciones como: la diabetes,
la acumulacion de grasa en la barriga (obesidad central), la
hipertension, las alteraciones de los lipidos en la sangre, la

aterosclerosis y la enfermedad cardiovascular.

b) Insulina: La insulina es una hormona producida por el pancreas
gue ayuda a que la glucosa (o azucar), que proviene de los
alimentos, pueda entrar a las células y obtener energia para nuestro

cuerpo.

Segun Joslin Diabetes Center, en una persona con diabetes tipo 2 el
cuerpo no produce suficiente insulina, por lo que una parte de la
glucosa no puede entrar a las células. La glucosa se acumula en la
sangre, causando niveles altos de glucosa en la sangre. En algunos
casos, la persona puede estar produciendo mas insulina de lo
normal para convertir la glucosa de los alimentos en energia. El
pancreas esta trabajando demas para producir mas insulina por que
las células del cuerpo son resistentes a los efectos de la insulina. Es
decir, a pesar de la presencia de insulina en la sangre, la glucosa no

puede entrar a las células del cuerpo.
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Los cientificos no saben exactamente qué causa esta resistencia a
la insulina, se cree que existen distintos defectos en el proceso de
entrada de la glucosa a la células mediada por la insulina, que
causan la resistencia a la insulina. Medicamentos para el tratamiento
de la diabetes tipo 2 se enfocan en diferentes areas de interaccion
de la célula y la insulina para promover un mejor control de la
glucosa en la sangre. Algunos medicamentos estimulan al pancreas

a que produzca mas insulina.

Una gran cantidad de estudios han comprobado de forma inequivoca
gue la insulino resistencia (IR) y la hiperinsulinemia son predictores
muy confiables para el desarrollo de diabetes tipo 2; razon por la
cual se han disefiado diversos métodos para valorar la resistencia a
la insulina, tales como: el “gold standard” la prueba del “Clamp”
Euglicémico-Hiperinsulinémico, el modelo minimo (MinMod), el test
de tolerancia a la insulina, el GIGMA (Continuos Infusién of Glucose
with model Assessment) entre otros. Sin embargo a pesar que el
“Clamp” es un meétodo validado, su implementacion es dificil en
estudios de grandes poblaciones debido a que su realizacion implica
el uso de equipos complejos, toma de mdltiples muestras
sanguineas y una cantidad de tiempo apreciable asi como el
monitoreo del paciente lo cual resulta muy costoso y poco practico
de implementar, lo cual ha dado el impulso para el desarrollo de
nuevas técnicas para la estimacion de la sensibilidad insulinica a
través de modelos matematicos (Saad vy col, 1994; Hermans vy col,
1995).

El Modelo de Determinacion de Homeostasis HOMA (homeostasis
model assessment), es un modelo basado en datos fisioldgicos
obtenidos de experimentos y formulaciones matematicas que
describen las relaciones entre dos variables la glucosa y la insulina
en ayuno como una forma alternativa de cuantificar la IR y disfuncion

de la célula beta en el ser humano (Bermudez y col, 2000). Este
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modelo ha sido comparado y validado con el método del “clamp” y
con la prueba de tolerancia a la insulina entre otros, y entre sus
ventajas se encuentran: ser de simple aplicacién, econémico y no

invasivo, lo que constituye una gran ventaja (Obregon vy col, 2004).

c) Creatinina: Es el resultado de la transformacion espontédnea de la

fosfocreatina muscular.

Segun Pinheiro, 2016a; nuestros musculos necesitan energia para
ejercer sus funciones. El «xcombustible» que genera dicha energia es
una proteina llamada creatina fosfato. La creatina fosfato es
sintetizada en el higado y posteriormente almacenada en los

musculos.

La musculatura humana, esta permanentemente en actividad,
incluso cuando estamos en reposo. Esto significa que se pasa todo
el tiempo consumiendo creatina fosfato. La creatinina es una especie
de «basura» metabdlica que resulta del consumo constante.
Después de ser generada, la creatinina es lanzada hacia la corriente

sanguinea, siendo eliminada del cuerpo por medio de los rifiones.

Pacientes obesos, asténicos, hipertiroideos, insuficientes renales o
con distrofias musculares tienen una baja excrecion urinaria de
creatinina. Por el contrario, este parametro aumenta en el

hipotiroidismo, diabetes y en individuos musculosos.

d) Triglicéridos: son la forma de grasa mas comun en nuestro
cuerpo, y sirven para proporcionar energia al organismo. Cuando la
cantidad de triglicéridos es elevada, éstos son almacenados en los
tejidos adiposos (tejidos grasosos) en caso de ser necesarios en un

futuro. Cuando alguien desarrolla las tipicas «gorduras» en el
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cuerpo, en zonas como el cuadril y el abdomen, en realidad esti

almacenando los triglicéridos que estan en exceso.

Los triglicéridos estan presentes en varios alimentos comunes de
nuestra dieta, pero la mayor parte suele ser producida por nuestro
higado. Cuando comemos carbohidratos en exceso (dulces, pastas,
panes, etc.), el higado toma esos azucares restantes y los
transforma en triglicéridos, para que puedan ser almacenados en los

tejidos adiposos, sirviendo asi como reserva energética.

Los triglicéridos viajan por la corriente sanguinea acoplados a una
proteina llamada VLDL, una lipoproteina semejante al HDL y LDL
gue transporta el colesterol por medio de la sangre (Pinheiro,
2016b).

e) Colesterol total El colesterol es una molécula que se encuentra
en todas las células de nuestro cuerpo. Es esencial para la
formacion de las membranas celulares, para la sintesis de
hormonas, como testosterona, estrogeno, cortisol y otros, para la
produccion de bilis para la digestion de alimentos grasientos, para la
formacion de mielina (una vaina que cubre los nervios), para el

metabolismo de algunas vitaminas (A, D, E y K), etc.

El colesterol de nuestro organismo tiene dos origenes:

e endbdgeno — el colesterol es producido por nuestro propio
cuerpo, principalmente por el higado.
e exdgeno— el colesterol también puede ser adquirido a través

de los alimentos.
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Tipos de colesterol:

El LDL transporta colesterol y un poco de triglicéridos de la sangre a
los tejidos. ElI VLDL transporta los triglicéridos y un poco de
colesterol, mientras que el HDL es un transportador diferente;
realizando el camino inverso, obteniendo el colesterol de los tejidos y
devolviéndolo al higado que va a excretarlo en los intestinos.

Mientras el colesterol LDL y VLDL llevan el colesterol a las células y
facilitan la deposicion de grasa en los vasos sanguineos, el HDL
hace lo contrario, promueve la eliminacion del exceso de colesterol,
inclusive de las placas arteriales. Por lo tanto, llamamos

al HDL “colesterol bueno” y al VLDL y LDL “colesterol malo”.

La produccion de las lipoproteinas esta regulada por los niveles de
colesterol. El colesterol derivado de las grasas saturadas y grasas
trans promueve la produccion de LDL, mientras que el consumo de
grasas insaturadas, encontrada en aceite de oliva, pescado y
almendras, por ejemplo, promueve la produccion de HDL en sangre
(Pinheiro, 2016c¢).

d) Acido urico Nuestro organismo lo produce cuando metaboliza las
purinas, un compuesto con nitrogeno que se forma en las células del
cuerpo, o bien entra en nuestro cuerpo a través de muchos de los

alimentos que comemos.

El &cido daricose encuentra en la sangre, y el organismo lo
elimina debido a la funcién excretora de los rifiones, por medio de la
orina. Pero si se produce un exceso de acido urico o si los rifiones
no son capaces de eliminarlo de la sangre de forma regular, el nivel

de acido Urico en la sangre aumenta.
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Cuando el nivel de acido Urico se encuentra en niveles elevados, es
decir, cuando el cuerpo produce demasiado &cido Urico o no lo
elimina eficientemente. Estos niveles altos pueden formar cristales
sélidos que se depositan en las articulaciones, dando lugar a
episodios de dolor agudo, y pudiendo la persona llegar a enfermar.

También se le conoce como hiperuricemia.

Tener el &cido urico elevado puede que no presente sintomas,
aunque una de las consecuencias principales de este problema es la
aparicion de la gota, producida por la acumulacion de cristales de
urato monosodico (sal derivada del acido Urico) depositadas
sobretodo en las articulaciones, tejidos blandos vy rifiones. Si no se
sigue un tratamiento para la gota, esos cristales de acido urico
pueden llegar a formar depdésitos de bultos duros llamados tofos. Es
posible que aparezcan también problemas renales (causados por la

formacion de calculos renales) o problemas al orinar.

5.2.3 TECNICA DE ELISA

La técnica de ELISA, es un ensayo inmunoenzimatico ampliamente
empleado en el area médica para la cuantificacion de moléculas,
especialmente de aquellas que experimentan cambios en diferentes
estados como pueden ser infecciones por bacterias, virus, hongos o

parasitos o fases activas de enfermedades autoinmunes.

Como ejemplo se pueden medir por ELISA hormonas,
autoanticuerpos, inmunoglobulinas contra antigenos de patégenos,
toxinas, antigenos. Las técnicas de ELISA son también muy usadas
en los ensayos de nuevos medicamentos para comprobar sus

efectos cuantificando las moléculas de interés en cada caso.

58
Jennyfer Flérez Méndez. (2017). Tesis Doctoral



Existen numerosas variantes de este tipo de ensayo. Entre ellos se
encuentran los métodos directo e indirecto. EI método directo
permite la deteccion del antigeno con un anticuerpo especifico
conjugado con una enzima como sistema de marcaje. En el método
indirecto el antigeno reacciona con el anticuerpo especifico. El
complejo antigeno-anticuerpo es entonces detectado por un
segundo anticuerpo que reconoce dominios constantes de
anticuerpos. Este anticuerpo, que suele ser especifico de especie,
es el que esta marcado enzimaticamente. Esto permite que un
mismo anticuerpo marcado sea capaz de detectar diferentes
antigenos. En ambos métodos, la reaccion enzimatica puede ser

detectada espectrofotograficamente con un lector ELISA.

- 8-lsoportano:

Los isoprostanos son una clase de sustancias que se han revelado
como biomarcadores potenciales del nivel de estrés oxidativo in vivo,
han sido indicados como mediadores de las enfermedades
cardiovasculares y responsables del aumento del riesgo
cardiovascular. Por lo tanto, el 8-isoprostano de plasma surge como
un compuesto derivado de la peroxidacion lipidica capaz de indicar
el estrés oxidativo enddégeno con un gran cuerpo de evidencia que

se asocia con enfermedad cardiovascular (de Faria y col, 2016).

Al menos uno de los isoprostanos, el 8-isoprostano (8-epi PGF2a),
ha demostrado tener actividad biolégica. Es un potente
vasoconstrictor pulmonar y renal (Banerjee y col, 1992), y ha sido
implicado como mediador causante del sindrome hepatorrenal y la

toxicidad del oxigeno pulmonar (VVacchiano y col, 1994).

Segun Montuschi vy col, 1999; el 8-Isoprostano es un compuesto

similar a la prostaglandina (PG) -F2 perteneciente a la clase F2
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isoprostano que se produce por la peroxidacion catalizada por
radicales libres del &cido araquidonico.

El 8-Isoprostano se ha propuesto como un marcador de deficiencia
de antioxidantes y estrés oxidativo y se han encontrado niveles
elevados en fumadores intensos. El plasma de voluntarios sanos
contiene cantidades modestas de 8-isoprostano (40-100 pg / ml) que
aumentan con la edad del sujeto de prueba (\Wang vy col, 1995).

La gran mayoria de los estudios han centrado sus trabajos en la
enfermedad aterosclerética, probablemente debido a complicaciones
clinicas graves derivadas de la enfermedad, asi como las amplias
evidencias que vinculan el estrés oxidativo a condiciones que
subyacen al proceso aterosclerético como la disfuncion endotelial y
la inflamacién. Por otro lado, la hipertension arterial, accidente
cerebrovascular, insuficiencia cardiaca y enfermedades no
cardiovasculares, como las enfermedades pulmonares vy
neuroldgicas, asi como el cancer y las afecciones hepaticas, también
han adquirido importancia en esta preocupacion (de Faria y col,
2016).

- Catalasa

Durante los procesos biolégicos y en el constante intercambio con el
medio, se generan especies quimicas conocidas como radicales
libres, que se caracterizan por presentar un electrén desapareado y
por ser muy reactivas. De todos los radicales resultan de gran
interés las especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS) debido a
la estructura birradicalaria de esta molécula y al gran nimero de

procesos que las generan y en los que pueden verse involucradas.
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Las principales ROS son: el anion superoxido (02), el radical
hidroxilo (OH), el oxigeno singlete y el peroxido de hidrégeno (H205).
Estas especies radicalarias estan implicadas en el dafio celular de
forma tal que las agresiones oxidantes pueden dirigirse hacia la
carcinogénesis, enfermedades inflamatorias, senectud celular y
enfermedades neurodegenerativas, entre otros procesos patoldgicos
(Garcia y col, 1993).

En el organismo existe un sistema de proteccion antioxidante
formado por enzimas y compuestos de bajo peso molecular. Una de
las enzimas que interviene en la proteccion y, en consecuencia, en
el mantenimiento del balance oxidante/antioxidante es la catalasa
(CAT).

La catalasa es tan crucial para nuestra salud que se encuentra en
casi todos los organismos vivos en el planeta que estan expuestos al
oxigeno, por ejemplo perejil (Ozturk y col, 2007), algodon (Ni vy col,
1990), girasol (Eising y col, 1990) y calabaza (Yamaguchi y col,
1986), asi mismo, se encuentra ampliamente distribuida en el
organismo humano, aunque su actividad varia en dependencia del
tejido; ésta resulta mas elevada en el higado y los rifiones, mas baja
en el tejido conectivo y los epitelios, y practicamente nula en el tejido

nervioso (Céspedes y col, 1996).

Esta enzima antioxidante puede catalizar la conversioén de peréxido
de hidrégeno (un compuesto nocivo para las células vivas) en agua y

oxigeno (Grigoras, 2017).
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La catalasa es, quizas, la enzima mas eficiente encontrada en las
células del cuerpo humano. Se ha demostrado que la catalasa crea
una reaccion rapida en contra de los radicales libres del peréxido de
hidrégeno convirtiéndolos en agua y oxigeno.

El Dr. David Sinclair de la Escuela de Medicina de Harvard declaro
en “The Scientist Magazine” que hay un vinculo directo entre la
enzima catalasa, el dafo de radicales libres y prolongar nuestra vida.
Esto también sugiere que la enzima catalasa puede servir para evitar
las enfermedades degenerativas. De manera similar, estudios
realizados en Rusia y también muestran una correlacion entre estos

tipos de enzimas y la prolongacién de la vida (Sinitsyna y col, 2006).

62
Jennyfer Flérez Méndez. (2017). Tesis Doctoral



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA
4.1.1 PIEL Y SEMILLAS DE UVAS

4.1.1.1 Obtencién de harina

Considerando que el resveratrol se encuentra principalmente en la
semilla y piel de las uvas se obtuvo harina a partir de ellas (“harina
de uva”), tomando como materia prima principal el Bagazo de la uva
tinta Petit Verdot (desecho provenientes de una empresa vinicola)
teniendo en cuenta el procedimiento descrito en la figura 8.
Inicialmente se sometierdn al proceso de secado alrededor de 35 a
38°C por 15 horas.

Inspecciény pesado
de materia prima

v

Acondicionamiento

!
SECADO
35-38°Cx15Shrs

y

Molienda

y

Tamizado
[hasta 120 mesh]

Y

Empacado y almacenado

Figura 8. Proceso de obtencién de harina de semillas y piel de uvas.
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Las semillas y piel previamente secas, se llevaron al proceso de
molienda fina empleando un juego de tamices Tayler malla N° 60,
80, y 120 mesh. Se colocaron 100 gramos de muestra en la serie de
tamices (orden creciente), sobre el agitador Capreca Tyler a 320 rpm

durante 5 minutos. Finalmente se empacaron y almacenaron.

4.1.1.2 Determinaciéon de humedad (%)

La determinacion de humedad se llevé a cabo siguiendo el método
gravimétrico AOAC 931.04, (2000) descrito por Perez y Guzman
(2012) en el Manual de laboratorio, del curso de tecnologia de

cacao.

4.1.1.3 Determinacion de ceniza

Se determind el contenido de ceniza en las muestras obtenidas en la
Norma COVENIN 429 (1981), descrito por Perez y Guzman (2012)

en el Manual de laboratorio, del curso de tecnologia de cacao.

4.1.1.4 Determinacion de Actividad de agua

La determinacién de actividad del agua (Aw), se llevd a cabo usando
el manual del equipo; se realizé a 25 °C en un higrometro de punto
de rocio (DECAGON, mod. CX-3) de precisiéon + 0,003, previamente

calibrado con disoluciones salinas saturadas.
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4.1.2 MANI

4.1.2.1 Obtencion de pasta de mani

El mani fue obtenido en la plaza de mercado de Chacao,
proveniente de Asia. La obtencién de la pasta de mani se llevd a
cabo teniendo en cuenta el proceso descrito en la figura 9.

Inspeccion y pesado
de materia prima

v

Acondicionamiento

!
Molienda

y

Refinado

l

Empacado y almacenado

Figura 9. Proceso de obtencion de pasta de mani.

4.1.2.2 Determinacion de humedad (%)

La determinacién de humedad se llevé a cabo siguiendo el método
gravimétrico AOAC 931.04, (2000) descrito por Pérez y Guzman
(2012) en el Manual de laboratorio, del curso de tecnologia de

cacao.

4.1.2.3 Determinacion de proteina
Para la determinacion de la proteina se siguié el procedimiento de
Kjeldahl, descrito en el método 939.02 de la AOAC (2000).
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4.1.2.4 Determinacion de grasa
Se determiné el porcentaje de grasa por el método de extraccion de
grasa SOXHLET descrito en la AOAC 963.15 (2000).

4.1.2.5 Determinacién de ceniza
Se determiné el contenido de ceniza en las muestras obtenidas en la
Norma COVENIN 429 (1981), descrito por Perez y Guzman (2012)

en el Manual de laboratorio, del curso de tecnologia de cacao.

4.1.2.6 Determinacién Carbohidratos Totales

Se determind el contenido de carbohidratos totales por diferencia.

4.1.2.7 Determinacion de Actividad de agua

La determinacién de actividad del agua (Aw), se llevé a cabo usando
el manual del equipo; se realizé a 25 °C en un higrometro de punto
de rocio (DECAGON, mod. CX-3) de precision + 0,003, previamente

calibrado con disoluciones salinas saturadas.

4.2 METODOLOGIA

Se usaron los ingredientes basicos para la formulacion de un
chocolate en barra (ver tabla 4), tomando como referencia algunos
de los ingredientes nombrados en diferentes etiquetas de chocolates

comerciales.
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Tabla 4. Materiales primarios para la obtencion de un chocolate.

MATERIA PRIMA DESCRIPCION
Licor de Cacao Proveedor Chocolates Kirikire
Manteca de Cacao Proveedor Chocolates Kirikire
Piel y semillas Uvas Proveedor Empresas Pomar
Mani Proveedor local

4.2.1 Proceso de produccion

En la siguiente figura se muestra el proceso de produccion
convencional de un chocolate, este diagrama de flujo se desarrollo
de acuerdo a la informacién suministrada de diferentes fuentes; tanto
artesanales, como industriales y se ajusté a los equipos disponibles

en las instalacion de chocolates kirikire.

En la figura 10, no esta estipulado el volumen de mezcla total ni
parcial, asi como tampoco el caudal de la mezcla final, ni cantidad
de ingredientes utilizados. Los tiempos y temperaturas aqui descritas
son de igual forma recopilados de diferentes fuentes personales y/o

disponibles en la literatura.
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FLUJOGRAMA DE PROCESO

Inspeccién y pesado Mani
s = Chocolate

de materia prima Polvo de Uva

¥

Mezclado
[45-60°C]\[t:20']
v
Refinado
[60°CI\[t:20']
\:

Conchado

[60°C]\[t:20']
‘1' Harina Uva

Temperado
[S0°C]\[28-29°C]\[t:30’]
ll Mani

Moldeado y enfriado
[31-32°C] \ [t:10°) \ [5-7°C)

V

Empacado y almacenado
[15-18°CJ\[60-70HR ]

Figura 10. Proceso de producciéon de un chocolate. (Fuente:

Recopilacion literaria).

Los ingredientes solidos, se tamizaron; el mani luego de la molienda
se convirtié en una pasta, durante el conchado, el licor de cacao se
mezclé con la manteca de cacao, posteriormente se llevdé a un
proceso de temperado (Figura 11.), luego del cual se incorporé

harina de uva y mani.
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Fundir

50°C
100 % Mezcla } {
I I
Enfriar
28-29°C 50 % Mezcla

Figura 11. Proceso de Temperado manual. (Fuente: Manual

“‘Bomboneria fina artesanal”, Escuela de chocolateria del Alba)

Se formularon 2 tabletas con variacion en el tamafio de particula
(120 y 80 mesh) de la harina de uva, la formulacion elegida se
determiné por medio una evaluacion sensorial, utilizando el formato

descrito en el Anexo A.

Las dos muestras se presentaron ante un panel afectivo de 30
jueces semi-entrenados conformado por el personal del laboratorio.
Se realiz6 una ‘prueba de calificacion con escala heddbnica verbal’.
Los codigos empleados en esta evaluacion, se determinaron
teniendo en cuenta la tabla de numeros aleatorios (Watts y col,
1992).

Se evaluaron estadisticamente con el fin de determinar el grado de
gusto/disgusto entre cada parametro empleando un ANOVA
(ANAVAR) de un factor (o via) mediante el programa de analisis

estadistico Minitab 17.

4.3. PRODUCTO FINAL
La caracterizacion de la composicién proximal, propiedades fisicas,
fisicoquimicas, reologicas y sensoriales del producto final, se

obtuvieron a partir de los siguientes métodos:
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4.3.1 COMPOSICION PROXIMAL

4.3.1.1 Determinacion de humedad (%)
La determinacion de humedad se llevé a cabo siguiendo el método

gravimétrico AOAC 931.04, (2000) descrito por Pérez y Guzman
(2012) en el Manual de laboratorio, del curso de tecnologia de

cacao.

4.3.1.2 Determinacion de grasa
Se determiné el porcentaje de grasa por el método de extraccion de

grasa SOXHLET descrito en la AOAC 963.15 (2000).

4.3.1.3 Determinacion de proteina
Para la determinacion de la proteina se siguio el procedimiento de

Kjeldahl, descrito en el método 939.02 de la AOAC (2000).

4.3.1.4 Determinacion de la actividad de agua (Aw)
Las determinaciones de actividad del agua (Aw) se realizaron a 25

°C en un higrometro de punto de rocio (DECAGON, mod. CX-3) de
precision = 0,003, previamente calibrado con disoluciones salinas

saturadas.

4.4 PERFIL LIPIDICO

4.4.1 DETERMINACION PERFIL ACIDOS GRASOS
El analisis del perfil de acidos grasos de llevo a cabo siguiendo el

método del Folch, 1957., siguiendo la metodologia de Salinas y col.,
2012, en el trabajo titulado “Acidos grasos en Chocolates

Venezolanos y sus analogos”.
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4.5 PROPIEDADES FISICAS

4.5.1 Perfil de textura (TPA)

Se evaluaron dos (2) muestras de las tabletas de chocolate
obtenidas y se compararon con una muestra comercial. Las
muestras se analizaron por medio de un analizador de textura
TA.XT2i (Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido), se realizaron
determinaciones objetivas de dureza y adhesividad con el test de
Back extrusion utilizando un texturbmetro equipo analizador de
textura TA.XT2i (Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido)
Texture Analyser, con un accesorio sonda de cilindro de 2 mm (P / 2)
con célula de carga de 5 kg, siguiendo el procedimiento sefialado en
las instrucciones del equipo para medicion de chocolate por
comparacion de la dureza de 4 formulaciones diferentes de

chocolate por penetracion

4.5.2 Perfil de Color.
Color se realizé segun metodologia descrita Hunter Lab Manual,

(2001), usando el colorimetro triestimulo Color Flex S/N:CX 819;
bajo el Software Color Universal Cielab (*). Se determinardon los
parametros: L, para describir el color reflejado, utlizando el
iluminante D65. Calibrado con la placa blanca standard con valores
de: L*= 93,54 a*=-0,81 y b*=1,58.

Cada parametro de color evaluado tiene el siguiente significado:

e L*=indice de luminosidad (100= blanco; 0= negro)

e a*= Longitud de onda predominante (positivo= rojo; 0= gris;
negativo = verde)

e b*= Longitud de onda predominante (positivo= amarillo; 0=
gris; negativo= azul)
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e AE = indice del cambio total de color o la variacion total del
color entre las muestras. Este valor define el tamafio total de
la diferencia pero no da informacion acerca de como difiere el
color. A mayor valor de AE, mayor es la diferencia de color y

se calcula segun la férmula siguiente:

AE= V(AL %+ (Aa*)2+ (Ab*?

Si AE es mayor a 1, las variaciones del color son apreciadas por el
ojo humano, indicando que son diferentes entre si a simple vista. Se
utilizé como control para el calculo de AE o indice de comparacion
“‘estandar”, los valores obtenidos de L*, a*y b* del analisis previo en

una muestra comercial.

4 5.3 Perfil sensorial

A través de un panel afectivo a nivel de laboratorio, los parametros
evaluados fueron color, sabor, textura y olor. Las diferentes
muestras se presentaron ante un panel afectivo de 30 jueces semi-
entrenados conformado por el personal del laboratorio. Se realizo
una “prueba de calificacion con escala heddnica verbal”. El objetivo
de la prueba fue identificar el grado de gusto a disgusto frente a los
siguientes atributos: aspecto, color, olor, textura, sabor y aceptacion
global, mediante una escala heddnica verbal como se muestra a

continuacion:
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9.- Me gusta extremadamente
8- Me gusta mucho

7.- Me gusta moderadamente
6.- Me gusta poco

5.- Me es indiferente

4 - Me disgusta

3 - Me disgusta moderadamente
2 - Me disgusta mucho

1.- Me disgusta extremadamente

Se evaluaron estadisticamente empleando un ANOVA (ANAVAR) de
un factor (o via) mediante el programa de andlisis estadistico Minitab
17. La planilla utilizada para la evaluacion sensorial de la tableta se

puede ver en el anexo B.

4.5.4 DISTRIBUCION DE PARTICULAS POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA

Se evaluo la distribucion de particulas por microscopia electronica.
Para el andlisis de las muestras se colocaron en el porta muestra y
sometieron a un bafio de oro en una cubierta de vacio i6nico Eiko
Engineering (20 minutos de vacio y 15 minutos recubrimiento con
oro por duplicado). Luego fuerdn observadas empleando un
Microscopico Electronico de Barrido marca Hitachi Mod. S-500.
Fueron observados diferentes campos en busqueda de
aglomeraciones de cristales de azucar o glébulos de grasas. Se

tomaron microfotografias a diferentes magnificaciones.

4.5.5 DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

Se determind el contenido de polifenoles totales a nivel de

laboratorio segun el procedimiento descrito por
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en el manual de laboratorio de
analisis de alimentos de la Universidad Simén Bolivar, Caracas,

Venezuela.

4.5.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Se determiné la capacidad antioxidante a nivel de laboratorio segun

el procedimiento descrito por
en el manual de laboratorio de analisis de alimentos de

la Universidad Simén Bolivar, Caracas, Venezuela.

4.6 DETERMINACION DEL APORTE CALORICO EN Kcal.
Se determino el aporte calorico de cada tableta de chocolate segun
el factor de Atwater, descrito por

4.7 ANALISIS MICROBIOLOGICO

4.7.1 RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS

Se realizo el método para el recuento de mohos y levaduras para la
tableta de chocolate enriquecida con triptéfano y resveratrol,

siguiendo el procedimiento descrito en la norma Covenin 1337-1990.

4.7.2 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE SALMONELLA

Se realiz6 el aislamiento e identificacion de Salmonella para la
tableta de chocolate enriquecida con triptéfano y resveratrol,

siguiendo el procedimiento descrito en la norma Covenin 1291-1988.
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5. ESTUDIO DE INTERVENCION

5.1 SUJETOS Y DISENO DEL ESTUDIO

El estudio se realiz6 en 10 sujetos de edades comprendidas entre
20 a 40 afos, quienes consumieron durante 21 dias, una tableta de
15 g enriquecida con triptéfano y resveratrol diariamente.

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Investigaciones
Endocrinolégicas del Hospital Militar Caracas-Venezuela, con la
previa aprobacion por el comité de Etica del Hospital y en la Escuela
de Nutricion y Dietética de la Facultad de Medicina UCV.

Los criterios de exclusion fueron: mujeres embarazadas, lactancia
materna, condicion clinica significativa (enfermedad renal,
hipertension, cardiovascular, diabetes, alergia o sensibilidad a la
prueba de ingredientes del producto, laboratorios clinicos anormales
previos, cualquier otra condicion que en el investigador pudiese

afectar negativamente a la capacidad del participante).

El uso de medicamentos para el tratamiento de cualquiera de las
siguientes condiciones: hipertension, vasodilatacion, disfuncion
eréctil, pérdida de peso, hipercolesterolemia, uso de anticoagulantes
y uso de suplementos dietéticos fuerdn contraindicados para el

estudio ya que presentan actividad antioxidante en el organismo.

Los participantes fuerdn instruidos para comenzar a consumir el
chocolate; ademas los participantes firmaron consentimiento
informado para la aceptacion del estudio y la toma de muestras, el

formato utilizado se puede observar en el Anexo C.
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5.2 APROBACION DEL COMITE DE ETICA.

La aprobacion del comité de ETICA del Hospital militar “Dr. Carlos

Arvelo” se puede observar en el anexo D.

5.3 MEDICIONES DE PESO, CINTURA, CADERA Y PRESION
ARTERIAL.

Se tomaron antes y después de 21 dias del consumo del chocolate
15 g/dia. Se tomd la presion arterial en reposo y sentado. El peso se
tomo con balanza TANITA® UM-080 calibrada con sensibilidad de
0,1kg y la talla por medio de un estadiometro con sensibilidad de
0,1cm. Se tomaron 2 mediciones a cada parametro y se reporto el
promedio.

5.4 CUMPLIMIENTO DE LA DIETA

Los participantes acordaron evitar antioxidantes y alimentos ricos en
antocianinas (uvas, vino, chocolate) y triptéfano (garbanzo y mani)
durante el estudio (Anexo E). Se les realiz6 el registro de consumo
de alimentos por frecuencia de consumo, antes y después de

finalizar el estudio (Lares y col., 2012).

5.5 ANALISIS DE LABORATORIO

Se tomaron muestras de sangre a los participantes en ayunas a
través de puncion venosa en tubos de acido
etilendiaminotetraacetico (EDTA) antes y después de 21 dias de

estar consumiendo el chocolate.
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Se analizé el suero y plasma para: Glicemia, creatinina, triglicéridos,
colesterol total, colesterol HDL., colesterol LDL., colesterol VLDL.,
acido drico e insulina. Los analisis de laboratorio se realizaron por
medio los procedimientos establecidos por Biosystems® y fueron
realizados por el Centro de Diagnostico Fundaefilab N.G C.A.
Venezuela, exceptuando los andlisis de insulina que fueron
realizados bajo los lineamientos del laboratorio Olimpo C.A.

Venezuela.

e Andlisis de la insulino resistencia por HOMA

Para la estimacion de la sensibilidad insulinica, por el modelo

HOMA, se empled la siguiente formula (Contreras y col, 2008):
HOMA-R = Insulina (mU/ml) x glucemia basal (mmol/l)/22.5

Si una persona tiene un indice Homa mayor a 3, existe una muy

elevada posibilidad (> 90%) de tener resistencia a la insulina

e Marcador de estrés oxidativo (8- iso PGF2aq).

Se evaluo el efecto del consumo de chocolate a nivel plasmatico por
medio del marcador de estrés oxidativo 8- isoprostano (8- iso
PGF2a), la concentracion de 8-isoprostano, se determiné mediante
el método inmuno enziméatico (ELISA) de la casa comercial Cayman
Chemical, antes y después del consumo de la tableta durante 21

dias.

Metodologia:

En primer lugar se procedi6 a realizar la preparacion del pre-ensayo,
en la cual se diluy6 el buffer EIA colocando el contenido de un vial

de buffer de concentracion 10X con 90 mL de agua. Para el buffer
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de lavado, se tom6 5 mL de este buffer de concentraciéon 400X y se
diluyé con agua ultra pura hasta un volumen final de 2 Litros,
adicionalmente se le agregd 1 mL poliasorbato 20. El trazador fue
reconstituido agregandole al contenido de un vial, 6 mL del buffer
EIA previamente diluido. Para la preparacion del estandar de 8-
isoprostano se tomaron 100 uL de la solucién estandar madre y se le
agrego 900 pl de agua para obtener una solucién stock. Partiendo
de esta Ultima solucion, se tomaron 8 tubos de ensayo para realizar
las diluciones sucesivas. En la figura 12. se puede observar el

esquema de las diluciones.

100 yl 1004 500 5004 S00W S0  soopl  S00W  S00u
N 'Y ,/"\__ 7\ £ X ® N N

TR TR NIRRT TR VAR VAR VAR

N\

$1 52 53 54 55 56 s7 58

Final

900 Wl 900 750 7504 750l 7504l 750l 7504 50
= UltraPure HA EIA EIA HA EIA EA EA EIA
— I HO Y Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer

Figura 12. Esquema representativo de la preparacion de las

soluciones estandar de 8- isoprostano. (Fuente: Assay protocol of 8-isoprostane EIA

kit).

Posteriormente, se reconstituyo el trazador y el antisuero agregando
100 dtn de cada solucién en tubos separados y se les agregd 6 mL
del buffer EIA diluido a cada tubo. En la placa de ensayo, los pocillos
fueron divididos para obtener 2 blancos (BIk), dos ligandos no
especificos (NSB), dos ligando maximos (BO) y dos de actividad total
(TA). Las columnas 2 y 3 de la placa, fueron destinadas para los
estdndares previamente preparados, los cuales se colocaron por

duplicado. Estos fueron utilizados para generar la curva patron.
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Los resultados se expresaron como pg/mL, en base una curva
estandar en concentracion de 500; 200; 80; 32; 12,8; 5,1; 2 y 0,8
pg/mL.

Curva estandar de 8 Isoprostano

Lo I
r-arre

1.5

y = -0,668In(x) + 1,6114
R2 = 0,9992

10 100 1000

©
I
O 7
(4 I
=

Logit(B/Bo)

2 L
JyJ

oncentration de 8 Isoprostano (pg/mL)

Figura 13. Curva estandar de 8- isoprostano.

Se procedio a agregar los reactivos en el siguiente orden:

1 -Buffer EIA: se afadioé 100 uL del buffer EIA a los pocillos del NSB.

Posteriormente se le agregd 50 pl del buffer EIA a los pocillos de BO.

2- Estandar EIA de 8-isoprostano: se anadié 50 yL de la solucién
estandar del tubo 8 para los pocillos identificados con el mismo
namero. Este proceso se repitid para cada una de las alicuotas de

diluciéon de los estandares.

3- Muestras: se anadi6 50 pL de la muestra en los pocillos
identificados (columnas 4-11). Cada muestra se colocd por

duplicado.
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4- Trazador ACh de 8-isoprostano: Se agregé 50 pyL a todos los
pocillos, excepto a los de TA y Blk.

1- Antisuero EIA de 8-isoprostano: se agregé 50 uL a cada
pocillo, excepto a los pocillos de TA, BIk y NSB.

Posteriormente se cubrié la placa con una pelicula plastica y se
incub6 por 18 horas a 4 °C. Luego se reconstituy6 el reactivo de
Ellman agregando el contenido de un vial (100 dtn) en 20 mL de
agua ultra pura. Transcurrido el tiempo, se procedié a eliminar el
exceso de reactivo de cada pocillo con el buffer de lavado; en donde
el proceso de lavado se realiz0 5 veces. Se seco la placa y se le

afadié 200 uL del reactivo de Eliman.

Se agregd 5 uL del trazador a los pocillos de actividad total.
Nuevamente se cubrié la placa con una pelicula plastica y se incubo
durante 90-120 min en un cuarto oscuro. Posteriormente, se
procedio a realizar la lectura en un lector de placa a una longitud de
onda de 405-420 nm.

Se consideré como valores normales para 8-isoprostano, el rango de
40-100 pg/mL (Obregon et al., 2010)

Con el fin de determinar si la intervencion mejoré la variable del 8-
isoprostano se realizd una comparacion no paramétrica a través de
la prueba t de Wilcoxon, ya que la muestra (n) es inferior a 30
observaciones y la distribucion de los datos no es normal, mediante

el programa Minitab 17.

e Marcador de estrés oxidativo enziméatico (Catalasa).

Se evaluo el efecto del consumo de chocolate a nivel plasmatico por

medio del marcador de estrés oxidativo enziméatico Catalasa (CAT),
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utilizando el método descrito por Goth, 1991. Los datos fueron
analizados por el programa estadistico Prism 7 (Graph Pad, San
Diego, CA, USA).

5.6 EVALUACION PSICOLOGICA DEL PANELISTA

El Inventario para la Depresion de Beck (Beck Depression Inventory:
BDI), en su version original de 1961 (Beck y col, 1961) ha sido
ampliamente utilizado como medida de sintomatologia depresiva en
pacientes con trastornos psicoldgicos y en poblacién normal, hasta
constituirse en el instrumento auto aplicado para evaluar la
depresion mas utilizado en la practica clinica y en investigacion
(Inventory-Il, 2003).

Este test mide la severidad de la depresion en adultos y
adolescentes mayores de 13 afios. Es uno de los cuestionarios mas
utilizados dentro del campo de la psicologia a la hora de medir la
severidad de la depresion. El test emplea una herramienta de
calificacién en la que cada pregunta esta calificada en una escala de

cuatro puntos que va de 0 a 3.

Se evaluaron los panelistas por medio de este test (ANEXO F) a fin
de conocer si sufren o no de estados de depresiéon y en que grado,

teniendo en cuenta la siguiente tabla:
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Tabla 5. Guia para la interpretacion del inventario de la depresion de
Beck

Puntuacién Nivel de Depresion*
lalo Estos altibajos son considerados normales.
11a16 Leve perturbaciéon del estado de animo.
17a20 Estados de depresion intermitentes.
21a30 Depresion moderada.
31a40 Depresion grave.
+4 0 Depresion extrema.

* Una puntuacion persistente de 17 o mas indica que puede

necesitar ayuda profesional.

6. METODOS ESTADISTICOS

El analisis estadistico se realizd6 con el programa Minitab 17, los
datos se muestran por el promedio y desviacion estandar, del mismo
modo realizara la prueba estadistica no paramétrica Kruskal- Wallis

0 Wilcoxon para n=10 y ANOVA un factor (o via) para n=30.
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7. RESULTADOS

7.1 PROCESO Y RENDIMIENTO DE MATERIAS PRIMAS

El rendimiento de la harina de piel, semilla de uva y el de la pasta de
mani obtenida fue evaluado, observandose que el mani no presenta
un porcentaje de perdidas significativo (Figura 6). Por su parte la
mezcla de piel y semilla de la uva (MPS) registro un porcentaje de
perdidas relativamente alto debido a la gran cantidad de agua que
contiene, reportandose un rendimiento del 23.8%. Sin embargo,
esta materia prima que es un subproducto que se descarta en la
industria vinicola, proporciona un valor agregado a la uva.

Como se puede observar en la Tabla 6 se obtuvo finalmente 2 Kg de
materia seca a partir de 8,4 Kg de MPS fresca (Figura 5) con la
cual por molienda y tamizado se logro obtener 1,2 Kg de harina de
uva con 60 mesh, 0.5 Kg con 80 mesh y 0.3 Kg con 120 mesh de
finura. Se debe tener en cuenta que para la formulacion de la tableta
final se tomaron tamarfos de particula entre 80 y 120 mesh, ya que Si
bien esta granulometria (177 um y 125 um) no se aproximaba a la
finura recomendada por (Beckett, 2008) para el chocolate (30
micras), los resultados de la evaluacion sensorial (numeral 7.3)
revelan aceptacion por la sensacion residual que deja el tamafio de

particula del chocolate evaluado en boca.
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Tabla 6. Resultados del rendimiento mezcla de piel y semilla de la
uva (MPS).

CARACTER Peso (KQg)
MPS Peso inicial 8,4
Peso Final 2
°T Secado: 35 -39°c | Peso piel 1,3
t real de secado: 15h  Peso Semillas 0,7
% Humedad inicial: Peso total obtenido 2

76.10%
RENDIMIENTO: 23.8%

Salinas des Chanalet (2013), demostré que la temperatura de 60°C
no afecta la capacidad antioxidante de la piel y la semilla de uva
tinta, y afirma que a 40°C el proceso es poco eficiente debido al

tiempo utilizado para el proceso de secado.

En este estudio se evidencidé que usando temperaturas entre 35-
39°C, se obtuvo una harina de uva con caracteristicas tolerables
para ser usada en la formulacion; el tiempo de proceso es extenso,
debido al tipo de secador usado; por lo tanto para efectos de la
industrializacion de esta materia prima se recomienda el uso de un

deshidratador mas eficiente.

7.2 COMPOSICION NUTRICIONAL Y FUNCIONAL DE LA
MATERIA PRIMA

En la Tabla 7, se observan los resultados obtenidos luego del
analisis proximal y fisico de las materias primas que enriquecen la

tableta de chocolate.
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Tabla 7. Determinacion de a, y caracterizacion proximal de las

materias primas (MP).

MP ANALISIS
aw Humedad Proteina Grasa CHOs T* Cenizas
% % % % %
1,93 + 0,06 10,33 +
MPS 0,22 + -- -- - 1,85
0,08
Mani 0,31+ 1,65+0,06 3355+ 48,55 8,81+ 7,44 +
(Arachis 0,08 3,43 +0,42 0,01 1,04
hipogaea
L.)

*CHOs T: Carbohidratos totales por diferencia. Cada valor es el promedio de n=3 + la desviaciéon
estandar.

El agua disponible para el crecimiento microbiano en el polvo de uva
y el mani es de 0.22 y 0.31 respectivamente, estos valores son
ampliamente bajos considerando que la menor actividad de agua en
la cual una bacteria patdégena crece es de 0.85 (Vidal y col., 1991),
los mejores valores de actividad de agua para el crecimiento
bacteriano estan entre el 0.97 y 0.99, de modo que los alimentos con
Aw dentro de este rango seran potencialmente mas peligrosos a

este crecimiento.

El contenido de humedad del mani fue de 1.65%, esto coincide
aproximadamente con lo indicado por Ciappini y col., (2008) donde
el contenido de humedad de las muestras de mani analizadas se
encuentra entre el 1.98 y 2.74%. Salinas des Chanalet (2013),
determind el contenido de humedad del Bagazo de Uva a 40°C
(temperatura de secado) por un tiempo de 10 horas, los resultados
obtenidos revelaron muestras con un %humedad menor al 8%, en el
mismo estudio se analizé el contenido de cenizas del Bagazo de uva
tinta, el cual obtuvo un 14.1%, valor que difiere del obtenido en este

estudio en menos de un 4%.
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Segun Jimenez (2014),el contenido de proteina y lipidos en la
almendra del mani corresponde a 28.5 y 46.3%, lo que coincide
aproximadamente con los resultados obtenidos de proteina (33.55%)
y lipidos (48.5%) de la materia prima utilizada. Por su parte
Shokunbi, 2012 determiné los contenidos del mani en 5 variedades
diferentes resultados que producian alrededor de un 24,26 — 26,4%
de proteina y 45,41 — 48,14% de materia grasa este Ultimo no se
aleja mucho del resultado obtenido.

Los resultados obtenidos en cuanto a cantidad de carbohidratos
totales en mani, coinciden con la tabla de composicion de los
alimentos (Abreu, 2012), en donde se muestra que los carbohidratos
(g) disponibles para un mani tostado sin pelicula es de 8,5%, valor
relativamente muy cercano a los obtenidos (8,81).

Segun (Shokunbi, 2012) el mani tiene entre un 2,77 a 3,31% de
cenizas, esto depende mucho de la variedad del mani, clima y suelo,
por lo que los resultados varian respecto a los obtenidos en este
trabajo; el mani analizado y utilizado para enriquecer el chocolate
presento un 7.44% de cenizas, mientras que el polvo de uva un
10,33%. La cantidad de triptéfano y resveratrol en las materias
primas utilizadas para el desarrollo de la tableta, se muestran en la
Tabla 8.
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Tabla 8. Contenido reportados de Resveratrol y triptéfano en
materias primas.

Resveratrol Autor Triptofano Autor
MP (mg/g) % en base a
Proteina total
en base seca

Mani 0,2-1,8 Sanders y col., 1,03 Comai y col,
2000 2007a
Piel Uva tinta 0,6 — 0,75 Counet vy col., --
2006 --
Chocolate 0.35 +/- 0.8 Hurts vy col., 1,63 Bertazzo y
Oscuro 2008 col, 2011

Bibliograficamente se comprobé que la piel de uva tinta posee mayor
contenido de resveratrol, seguido por el mani, del mismo modo se
puede observar que el licor de cacao no es fuente representativa de
Resveratrol, sin embargo este mismo muestra un contenido
significativo de triptéfano al igual que el mani, en comparacion con
otro tipo de materias primas como el café arabica (Martins y col.,
2010) con 1.02%, las lentejas con 0.8% y los guisantes 0.9% (Comal
y col., 2007a).

7.3 FORMULACION DEL CHOCOLATE

El proceso de elaboracion del chocolate se describe en la figura 7,
en la cual se observan los ingredientes utilizados para la elaboracion
del chocolate, basado sobre una formula comercial de licor de cacao
al 70 % , harina de MPS y pasta de mani,. No se incluyé ningun
aditivo quimico en la formulacion con el fin de asignar un caracter

organico al chocolate.

Con las materias primas analizadas, se desarrollaron dos
formulaciones diferentes codificadas aleatoriamente como: 501
(harina de uva a 120 mesh) y 483 (harina de uva a 80 mesh)
siguiendo las instrucciones indicadas en la metodologia. Usando el
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ensayo preferencial de escala hedoénica de seleccioné la formulacion
optima. En la Tabla 9. se muestran los resultados estadisticos

obtenidos en la evaluacion sensorial.

Tabla 9. Resultados estadisticos de la evaluaciéon sensorial.

Media aritmética™* ( I) )
Atributo . !\l'lvel d.e
significancia (P=

501 483 0.05)
Aspecto 7,80 £0.71 7,46 £1,10 0,171
Color 7,80 £ 0,96 7,60 £ 1,03 0,442
Olor 7,60 £0,93 7,43 £ 0,97 0,500
Textura 6,83 +1,31 6,60 + 1,49 0,524
Sabor 6,76 + 1,40 6,86 £ 1,13 0,763
Aceptacion global 6,966 + 1,12 6,73 +1,20 0,441

*Cada valor es el promedio *+ desviacion estandar, n=30. Los resultados obtenidos fueron evaluados
estadisticamarte con ANOVA por comparacion maltiple con un nivel de significancia (P) del 5%. Media
aritmética* ( X )

Los resultados de la evaluacion sensorial, sefialan que no existen
diferencias significativas entre las formulaciones en cuanto a los
atributos evaluados. Siendo cada uno de los niveles de significancia
obtenidos mayores a la a (0.05), la hipétesis nula (Ho: No existe
diferencia significativa entre las muestras) no puede ser rechazada
por lo tanto la hipotesis alternativa (H1: Si existen diferencias
significativas entre las muestras) es rechazada y aceptamos Ho. La
media aritmética entre las muestras demuestra que ninguno de los
atributos se aleja ampliamente entre si, cada uno de los atributos
evaluados se mantuvo en el mismo orden numérico, por lo tanto se
elaboraron las tabletas enriquecidas con triptéfano y resveratrol con

tamafos de particulas de la harina de uva entre 80 y 120 Mesh.
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Dentro de las observaciones de los jueces tenemos que las tabletas
evaluadas presentan aromas florales y a madera; del mismo modo
las mismas tienen un sabor amargo agradable y la sensacién
residual en boca (referidas al tamafio de particula) le gusté a todos
los panelistas, por tanto no se decidié modificar en si este atributo.

7.4 COMPOSICION PROXIMAL DE LA TABLETA ENRIQUECIDA
CON TRIPTOFANO Y RESVERATROL

En la Tabla 10. se muestra la composicion proximal de la tableta
elaborada. Los resultados sefialan un bajo contenido de humedad,
asi como también una baja actividad de agua, lo cual no permite un
desarrollo microbiano. ElI Codex Alimentarius sefiala que una
actividad de agua (Aw) superior a 0.70 a 25°C (77°F) es peligrosa
(CAC/RCP 22-1979). La actividad de agua reportada para el
chocolate enriquecido elaborado en este estudio, lo sitla en la

clasificacion de alimentos de baja humedad no perecedera.

Tabla 10. Composicién proximal. Tableta de Chocolate enriquecida
(TCE) con triptofano (TRP) y resveratrol (RSV).

TABLETA
ENRIQUECIDA ANALISIS
TRP Y RSV
ay Humedad Proteina Grasa CHOs T*
% 0 % %
)
0,33 1,39 23,59 52,09 22.93

+ 0,06 +0,01 +122 £0,70

*CHOs T: Carbohidratos totales por diferencia. Cada valor es el promedio de n=3 * la desviacién

estandar.

El contenido de humedad (1,39%) corrobora los resultados
obtenidos con la a, (0,33), lo que indica una vida estable de

almacenamiento de este producto. El porcentaje de humedad
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obtenido (1,39) es cercano al obtenido por Fernandez vy col, 2014

para chocolate oscuro (70%) Venezolano.

El cacao es una fuente importante de proteina, grasay fibra (Perea y
col, 2011); adicionalmente las materias primas como el mani
contienen altos contenidos proteico — grasos por lo que no es
sorprendente observar unos contenidos de proteina y grasa altos en
la tableta formulada.

Lares y col (2012), determinaron el porcentaje de proteina y grasa
en granos fermentados, secados al sol y tostados, el contenido de
proteina de los mismos estaba alrededor del 12% mientras el
contenido de grasa a 45% aproximadamente.

El Codex Alimentarious establece en la norma para el chocolate y
los productos del chocolate que el chocolate
debe tener por lo menos un 18% de manteca de cacao, el chocolate
formulado contiene mas del doble del porcentaje de manteca de
cacao minima requerida por el Codex. Los resultados en cuanto al
porcentaje de grasa obtenido (52,09%), son similares con los
obtenidos por en el cual se obtuvo un 56,21% de
grasa por el método de Soxhlet. Debido al alto contenido graso que
presento la tableta de chocolate enriquecida con triptéfano y
resveratrol se determind el perfil de acidos grasos de la misma
(Tabla 11).

Segun Vinson vy col, 1999, la materia grasa del chocolate es la
manteca de cacao, la que contiene un 35% de acido oleico, un 35%
de &cido esteérico, y un 25% de acido palmitico. El 5% restante esta
formado por diversos acidos grasos (saturados e insaturados) de
distinta longitud de cadena, cuya composicion es tipica de las
diferentes almendras de cacao. La grasa del cacao es ademas rica
en acido linoleico, un acido graso esencial, ademas de cantidades

apreciables de polifenoles especialmente de flavonoides, sustancias
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con alto potencial antioxidante (\Wollgast vy col., 2000; Dreosty, 2000;

Miller y col., 2006).

Tabla 11. Perfil

enriquecida con triptéfano y resveratrol.

de acidos grasos en tableta de chocolate

Contenido de

N° Nombre Clasificacion *Acido graso écido(s g)rasos
%
1 Acido miristico Saturado C14:0 0,034
2 Acidopentadecanoico Saturado C15:0 0,008
3 Acido palmitico Saturado C16:0 26,202
4 Acido palmitoleico Insaturado C16:1 (cis-9) 0,111
5 Acido margdrico Saturado C17:0 0,109
6 Acido estedrico Saturado C18:0 29,630
7 Acidoeldidico Insaturado C18:1 (trans-9) 0,023
8 Acido oleico Insaturado C18:1 (cis-9) 37,957
9 Acido Linoleico Insaturado C18:2 (cis-9,12) 4,654
10 Acido araquidico Saturado C20:0 0,792
11 Acido Linolénico Insaturado C18:3 (cis-9,12,15) 0,003
12 Acido behenico Saturado C22:0 0,302
13 Acido erticico Insaturado C22:1 (cis-13) 0,003
14 Acidotricosanoico Saturado C23:0 0,006
15 Acidolignocérico Saturado C24:0 0,039
16 Acido Insaturado C20:5 (cis-5,8,11,14,17) 0,082
eicosapentaenoico
17 Saturado -- -- 57,122
18 Insaturados -- -- 42,833
19 Relacion -- -- 1,3:1
saturado/insaturado

*Acidos Grasos detectados y su % (p/p) en la muestra.

Un ejemplo de grasa vegetal es la manteca de cacao compuesta de
una mezcla triglicéridos saturados, mono-insaturados y poli-
insaturados. Los triglicéridos mono-insaturados constituyen el
componente mayor debido a que supone un 80% del contenido
graso total de la manteca. Sin embargo, Salinas y Bolivar en el 2012
detectaron 25 AG diferentes, con alta variabilidad en el contenido de
los saturados, mono insaturados y poliinsaturados en tabletas,

bombones y untables de chocolate venezolanos.
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En este estudio se corrobora la relacion sefialada en la
literatura (Salinas y Bolivar, 2012) en cuanto a la presencia en mayor
concentracion de &cidos grasos saturados en chocolates
venezolanos; reportdndose un valor de 1,3:1 (saturado: insaturado)

en la tableta de chocolate elaborada.

La mayor cantidad de acidos grasos presentes en la manteca de
cacao son solidos a temperatura ambiente, como bien lo demuestra
la naturaleza fisica de la manteca de cacao y en menor proporcion la
del mani. La manteca de cacao contiene antioxidantes naturales que
previenen rancidez, otorgandole una vida de almacenaje de dos a

cinco anos.

Es ampliamente conocido el comportamiento especifico que tienen
los diferentes tipos de acidos grasos en relacion a la modificacion del
colesterol en el plasma sanguineo y la importancia que tiene este
parametro en relacion al riesgo de morbilidad y mortalidad por
enfermedades cardiovasculares como ateroesclerosis, trombosis e

infarto de miocardio (Mensink, 2005).

Los triglicéridos por ejemplo, contienen alta proporcion de acidos
grasos saturados, y entre sus atributos esta el de contribuir a la
acumulacién de colesterol en la sangre. Sin embargo Segun
Marcano (2010), no todas las grasas saturadas son dafinas, en
aquellas de algunos vegetales como en el aceite de coco, de nuez y
de palma, especialmente en la leche hay una alta proporcion de

triglicéridos de cadena mediana que son beneficiosas para la salud.

Los &cidos grasos saturados tales como ladrico, miristico y palmitico
aumentan ambos tipos de colesterol el LDL y el HDL. Por otra parte,
los insaturados tales como el oleico o el linoleico producen una

disminucién del colesterol LDL, mientras que tiene un efecto neutro
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no de incremento del HDL dependiendo esto ultimo de otros factores
como la relacién entre acidos grasos saturados e insaturados y

relacion entre los diferentes tipos de insaturados (Gonzalez, 2015).

El porcentaje graso mas alto presente en las tabletas de chocolate
proviene de grasas saturadas (&cido palmitico y estearico) con un
26,202 y 29,630%(p/p); sin embargo, segin Gonzalez, 2015, el
acido estearico que presenta un comportamiento totalmente
diferente a los demés saturados: tiene un efecto neutro sobre ambos
tipos de colesterol (o ligeramente depresor del LDL), por un lado no
aumenta la concentracion del colesterol LDL, ademas se transforma
muy rapidamente en el higado a acido oleico, y por ultimo posee una
incorporacion preferencial en lipidos polares, en lugar de ser en

colesterol o triglicéridos.

El acido estearico esta considerado por la Organizacion Mundial de
la Salud como la Unica grasa saturada que no afecta los niveles de
colesterol en el torrente sanguineo y que reune las condiciones
fisicas para su uso en la fabricacion industrial de productos como

margarinas, chocolates, bolleria y precocinados, entre otros.

A pesar de ser un liquido a temperatura ambiente las fracciones por
cristalizacion en seco 0 con solventes son solidas a esta
temperatura. Las fracciones solidas que se obtienen (estearinas) han
mostrado gran potencial para reemplazar hidrogenados vegetales en
chocolate o productos de panaderia (Bootello v col, 2001; Salas vy
col, 2011; Rincon-Cardona vy col, 2013), ello presenta una enorme
implicancia desde el punto de vista de la produccion de alimentos, ya
gue existen una gran cantidad de aplicaciones donde resulta
necesario contar con grasas solidas. Solo aquellas basadas
principalmente en acido esteérico tendrian un efecto neutro desde el
punto de vista del colesterol y de la salud cardiovascular. El resto de
los saturados y las grasas trans incrementan el riesgo

significativamente (Sinclair y col, 2001).
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Segun Yu vy col, 1995; el acido palmitico aumenta los niveles de
colesterol plasmatico, del mismo modo, una reciente revision acerca
del acido palmitico, publicada en la revista “The Journal of Nutrition”
(Sun y col, 2015), corrobora que en humanos el aceite de palma
(cuyo principal componente es el acido palmitico) aumenta el LDL
colesterol, el “colesterol malo” mas que los aceites vegetales bajos
en grasas saturadas. Por el contrario, disminuye el HDL colesterol,
“colesterol bueno”, mas que las propias grasas trans; segun Ros,
2015, la ingesta de &cidos grasos saturados aumenta
significativamente el colesterol total, el colesterol LDL vy
moderadamente el colesterol HDL; la misma afirma que la
sustitucion de &acidos grasos saturados por acidos grasos
poliinsaturados o acidos grasos monoinsaturados disminuye el

colesterol total y el LDL.

El acido oleico (acido insaturado) también hace presencia en
grandes cantidades en la tableta con un 37, 957%(p/p). Los acidos
grasos omega-9 (w-9) son un tipo de acido graso monoinsaturado
encontrados en algunos alimentos. Algunos estudios sugieren que
estos acidos grasos son beneficiosos para prevenir y combatir el
cancer de mama (Pala y col, 2001), dos importantes acidos grasos
w-9, son el acido oleico (18:1 w-9) que es el componente principal
del aceite de oliva y de otras grasas monoinsaturadas y acido
erlcico (C22:1 (cis-13)), ambos presentes en el chocolate, sin
embargo es muy importante resaltar que el acido oleico es el acido
gue se presenta en mayor cantidad (37.957%(p/p)) en la tableta de

chocolate.

Chaiseri et al. (1989); Chaiseri y Dimick (1989); Sotelo et al. (1990) y
Carpenter et al. (1994) han observado que los principales acidos
constituyentes de la manteca de cacao son el acido palmitico,
estearico y oleico, ademas de pequefias proporciones de acido

linoléico y linolénico. Segun Pérez (2002), los triglicéridos de la
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manteca de cacao son una combinacién de acidos grasos saturados
(AGS) (palmitico y esteérico) y de acidos grasos insaturados (AGI)

(oleico y linoléico) los cuales se encuentran en niveles significativos.

Marcano, 2010; sostiene que en los animales incluyendo al hombre,
las proteinas y los azucares ingeridos son transformados en acidos
grasos y su exceso se almacena en forma de triglicéridos,
constituyentes principales de la grasa corporal. No todos los &acidos
grasos son indispensables para promover los mecanismos de
crecimiento y defensa del organismo, y aquellos que cumplen esa
funcion son conocidos como &cidos grasos esenciales y son los
acidos grasos con mas de un doble enlace o poli-insaturados, como
el linoleico (Omega/w-3) y linolénico (Omega/w-6) presente en la
tableta desarrollada (4.654% y 0.003% respectivamente). El
funcionamiento celular depende de la ingesta equilibrada de estos
dos grupos; estos acidos no son sintetizados por el organismo, por lo
cual deben incorporarse a través de la dieta. Otros acidos omega/w-
3 son el Acido eicosapentaenoico (EPA) también presente en bajas

cantidades (0.082%(p/p)) en la tableta de chocolate.

A la grasa insaturada omega/w-3 y w-6 se le atribuye efecto
protector del sistema circulatorio, ya que los mismos son precursores
de prostaglandinas en el organismo, estas tienen efectos
vasodilatadores, lo que provoca un aumento en el flujo sanguineo y

retarda el deposito de grasas en las arterias.

7.5 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

El ensayo antioxidante DPPH se basa en la capacidad del 2,2-
difenil-1-picrilhidracil (DPPH), un radical libre estable, para
decolorarse en presencia de barridos de radicales libres

(antioxidantes). El electron impar del radical de DPPH es
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responsable de la absorbancia a 517 nm y también del color parpura
oscuro visible. Cuando DPPH acepta un electron donado por un
compuesto antioxidante, el DPPH se decolora y puede medirse
cuantitativamente por los cambios en la absorbancia (Chitnis y col,
2007). En la Tabla 12. se observan los resultados obtenidos
respecto al contenido de polifenoles totales y concentracion efectiva
media sobre el radical DPPH.

En estudios in vivo se ha observado que los polifenoles ejercen
efectos antiateroscleréticos en los estadios tempranos del desarrollo
de esta enfermedad disminuyendo, por ejemplo, la oxidacion de las
LDL; mejoran la funcion endotelial y aumentan la produccion y
liberacion de oOxido nitrico (potente vasodilatador); modulan la
inflamacion y metabolismo lipidico (efecto hipolipidémico); mejoran el
estado antioxidante; y protegen frente a episodios aterotromboticos
gue incluyen isquemia miocardica y agregacion plaquetaria
(Badimon, et al., 2010).

Tabla 12. Contenido de Polifenoles totales extraibles, expresados
como mg de acido galico, y concentracion efectiva media de ECsg
sobre el radical DPPH.

DPPH**
Polifenoles totales*
Muestra (mg EAG/ 100 g ECso
muestra) (g/gDPPH)
TABLETA DE 1387,39 + 145,36 36,25 + 0.04
CHOCOLATE FINAL mg AG/100 g £ 0.01 mg/ml

*Cada valor es el promedio + desviacién estandar, n=6. **Cada valor es el promedio + desviacion
estandar, n=2. GA: Acido Galico. EC50: Concentracién del extracto de la muestra que «secuestra» el
50% del radical libre DPPH. Estos resultados son expresados en base humedad (1,39%).
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Las propiedades antioxidantes del chocolate enriquecido con
triptofano y resveratrol se asocian especificamente al contenido de
polifenoles del cacao y a los compuestos antioxidantes que
presentan las materias primas utilizadas (mani, polvo de uva y
chocolate), el contenido en polifenoles de la tableta formulada
(1387,39 mg EAG/100 g), fueron inferiores a los reportado por
Padilla y col, 2008, en cacao (6600 mg EAG/ 100 g) y Mamon (M.
bijugatus) (2940 mg EAG/ 100 g) y a lo alcanzado por Fernandez vy
col, 2014, para chocolate oscuro 70% (15230,04 mg EAG /100 g),
sin embargo la tableta de chocolate formulada contiene una cantidad
de polifenoles totales mayor a lo obtenido por Imeh y col, 2002,
respecto a la manzana (367,3 — 535,0 mg EAG/ 100g), la pera
(302,3 — 458,2 mg EAG/ 1009) vy el kiwi (302,8 mg EAG/ 100g) y a lo
alcanzado por Kuskoski et al., 2005, para mora (118,9 mg EAG/
100g), Uva (117,1 mg EAG/ 100g) y fresa (132,1 mg EAG/ 100g) -
citado por (Fernandez y col, 2014).

Jayaprakasha y col, 2001, asegura que la diferencia en la estructura
guimica de cada uno de los polifenoles presentes en diferentes
muestras los puede hacer reaccionar como donadores de electrones

0 no, caracteristica que va a influir en el poder reductor.

Los resultados de polifenoles totales obtenidos (1387,39 mg
EAG/100 g) son menores a los alcanzados por Nazario, y col, 2014,
en granos de cacao criollo secos y siete clones (3338 — 5721 mg
EAG/ 100 g ), y mayores a los conseguidos por Vazquez-Ovando vy
col, 2014, para granos de cacao provenientes del sur de México,
(670 — 685 mg EAG / 100 g); segun Miller y col, 2006; la cantidad de
polifenoles y la actividad antioxidante parecen depender del

contenido de solidos no grasos presentes en los productos finales.

La cantidad de polifenoles presentes en la tableta de chocolate
enriquecida con triptéfano y resveratrol (1387,39 mg EAG/100 g) es

comparables con los conseguidos por (FernandezPachon vy col,
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2004; Paixao et al., 2007; Li et al., 2009) para un rango promedio de
(1389-2068 mg EAG /L) en vinos tintos - citado por (Fernandez vy col,
2014).

Existe una correlacién directa entre el contenido de polifenoles y la
actividad antioxidante, pero estas variables se ven afectadas por el
proceso de transformacion del grano, especialmente durante la
etapa de tostado, en la que se presenta una pérdida de polifenoles y
de actividad antioxidante alrededor del 23% con respecto a la
materia prima sin tratar (Perea-Villamil y col, 2009), esta teoria es
comprobada por Rivera y Gomez, 2013; quienes determinaron la
cantidad de polifenoles totales en granos de cacao (6,394 + 0,095 g
EAG/100 g) y en granos tostados y molidos (4,036 + 0,105 g
EAG/100 g), sin embargo en este mismo estudio se pudo evidenciar
la cantidad de polifenoles presentes en el licor de cacao aumentan
(5,689 £ 0,153 g EAG/100 g de muestra); considerando que el cacao
es 100% chocolate, la tableta formulada (70%) presenta un valor
mucho mas bajo de polifenoles totales en comparacion con un
chocolate 100%.

Alean vy col, 2016, afirman que la degradacion de los polifenoles
dependen de la temperatura, humedad y tiempo de secado del fruto
seco, tras comprobar que la mas alta degradacion de polifenoles en
cacao se produjo a 60°C, y la menos a 40°C, estos factores afectan
irreversiblemente el proceso oxidativo de los polifenoles y pueden
ser afectados también por la destruccion celular; a pesar de que
Salinas des Chanalet (2013), demostré6 que no existe diferencia
significativa en la cantidad de polifenoles totales a 40°C (36,5 mg/qg)
y 60°C (42,4 mg/g) para el bagazo de uva tinta, asi pues, el
contenido de polifenoles presentes en el chocolate formulado en
este estudio pudo variar debido a las temperaturas de secado y/o

tostado del chocolate (70%) utilizado como una de las materias
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primas primordiales para la formulacion del mismo; por otro lado; el
contenido de polifenoles presentes en la harina de uva pudieron
disminuir a causa de la migracion de los mismo durante el proceso
de produccion del vino tinto. Adamson vy col, 1999, indican que las
diferencias en la composicién y cantidad de polifenoles, puede
explicarse por las diferencias en los métodos de manufactura que
pueden causar alteraciones quimicas en el contenido de

antioxidantes.

Los efectos beneficiosos derivados del consumo de polifenoles
parecen estar mediados por una serie de rutas bioquimicas y
mecanismos de sefalizacion que pueden actuar independiente o
sinérgicamente (Badimon, et al., 2010), al igual que puede ocurrir
bioquimicamente sinergia o0 antagonismo (en este caso
antagonismo) entre los ingredientes utilizados para la formulacion y

asi, disminuir su capacidad antioxidante.

Para la tableta formulada, la concentracion efectiva media ECsp fue
de 36,25 g/g DPPH; valor significativamente alto en comparacion
con los obtenidos por Padilla y col, 2008, con respecto a cacao (5,69
g/gDPPH), semilla de mamoén (M. bijugatus) (5,69 g/gDPPH) y sorgo
(12,44 g/gDPPH). La concentracién de antioxidante necesaria para
disminuir en un 50% la concentracién inicial del sustrato (ECsp) s un
parametro ampliamente usado para medir el poder antioxidante.
Mientras mas bajo es el valor de ECs,, mas alta es la actividad
antioxidante (Sanchez-Moreno vy otros 1998), por lo que se considera
gue el valor obtenido se correlaciona bien con el contenido de
polifenoles al considerar la tableta enriquecida con triptofano y
resveratrol presenta una actividad antioxidante baja en relacién a los
estudios relacionados con cacao aqui mencionados. Kris-Etherton y
Keen, 2002, afirma que los productos de cacao y chocolate tienen un
contenido variable en flavonoides, desde algunos que casi no los

contienen, a otros de alto contenido, por lo que para lograr un efecto

99
Jennyfer Flérez Méndez. (2017). Tesis Doctoral



antioxidante inmediato en humanos se requieren al menos 38 g de
chocolate rico en flavonoides, y hasta 125 g para un efecto
prolongado.

7.6 PERFIL DE COLOR DE LA TABLETA ENRIQUECIDA

Los resultados del perfil de color se ven reflejados en la Tabla 13, en
la misma se puede observar que la tableta enriquecida es mucho

mas luminosa que la muestra control (chocolate comercial 70%).

Del mismo modo los valores de a y b (ambos positivos) son mayores
en la muestra de tableta enriquecida con triptofano y resveratrol
analizada, esto indicaria mayor concentraciones de colores rojizos
en la tableta formulada, probablemente por el contenido en harina de
uva de la tableta, asi mismo, los colores amarillos se intensifican en
la misma, esto también puede ser consecuencia de los ingredientes

utilizados para la formulacion, en este caso el mani.

Tabla 13. Perfil de color: Tableta de Chocolate enriquecida con TRP
y RSV.

Formulacién L* ax b* *IM AE

TAB (TRP + | 33,13+0,01 | 9,18+0,02 | 13,47+0,17 | 66,87+0.24 | 36,92
RSV)

Muestra
comercial 29,11+0,01 | 6,42+0,02 | 8,47+0,17 | 70,89+0.36 | 30,98

Chocolate
(70%)

*Los resultados obtenidos son producto de andlisis realizados por triplicado (n=3) + desviacion
estandar. *IM: indice de Marron.
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Los resultados de AE expresan que las variaciones del color son
apreciadas por el ojo humano, indicando que son diferentes entre si
a simple vista. La textura y la apariencia del chocolate son
indispensables para la eleccién y aceptabilidad del consumidor,
aunque el sabor es frecuentemente considerado importante en la

identificacion del producto

El indice de marrén entre las muestras es mayor en la muestra
comercial, cabe destacar que los ingredientes utilizados para el
desarrollo de la tableta de chocolate enriquecida con triptéfano y
resveratrol provocan la disminucién de la intensidad de color marrén,

proveniente del cacao.

7.7 PERFIL DE TEXTURA

Se analizaron por triplicado 2 muestras del chocolate formulado
(TAB_2 y TAB_3), y se compararon con una muestra comercial 70%
(TAB_4) la siguiente grafica muestra que hubo un comportamiento
similar en las muestras, la fuerza comienza a aumentar a medida
gue el embolo circular penetra la superficie del chocolate. En la

Figura 14, se observa el perfil de textura obtenido.
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Figura 14. Perfil de textura para: Chocolate enriquecido con

triptéfano y resveratrol (TAB_2 y TAB_3) y muestra control (TAB_4).

La fuerza media de esta meseta puede tomarse como la dureza y el
area total bajo el grafico como el trabajo de penetracion. El limite de
elasticidad es el punto en el que comienza la grafica y el flujo

plastico del material.

En la misma grafica se pueden observar unos leves picos en el
plano negativo (-Y / Fuerza) que sobresalen minimamente, lo que
indica baja adhesividad de las muestras, siendo la muestra TAB_3
mas adhesiva que la control. Sin embargo se puede concluir que no

hay diferencia entre ambos tipos de chocolate en cuanto a textura.

La tableta enriquecida con tript6fano y resveratrol presenta una
textura similar a la textura de un chocolate comercial de buena

calidad.

7.8 MICRO ESTRUCTURA DEL CHOCOLATE
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y afirman que durante la
fabricacion, el refinado y el conchado determinan el tamafio de
particula, viscosidad y consistencia para cualidades especificas de
textura y sensoriales, asi mismo sostiene que
la calidad reoldgica del chocolate oscuro depende de la distribucion
del tamafio de particula solida asi como de la composicién en fase
continua, en la siguiente figura se puede observar la distribucion de
las particulas en la tableta formulada, a diferentes magnificaciones.

Figura 15. Distribucién de particulas en tableta chocolate (Magnificaciones: a) 10
mm; b) 1 mm; ¢) 500 um).

La figura 15, representa la distribucion del tamafio de particula en la
muestra. En las diversas magnificaciones utilizadas se observa
homogeneidad en la muestra, especificamente en (b) donde se
observa un tamafio de particula muy uniforme. El proceso de
produccion del chocolate (70%) aseguré dicha homogeneidad,
debido a que los equipos utilizados durante la fabricacion de la
tableta, fueron los mas adecuados, lo cual puede corroborarse en las

imagenes.

, afirma que si hay un numero significativo de
particulas mayores de 30 micras (0,03 mm) el chocolate se siente
arenoso en la lengua. Es preciso tener en cuenta que el chocolate

elaborado en este estudio los tamafios de particula; tanto del polvo
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de uva, como del mani fueron perceptibles en boca (=30 pum). La
imagen C muestra particulas en un rango de 500 ym en la tableta
de chocolate enriquecida con triptéfano y resveratrol que corroboran
la sensacién residual agradable sefialada por los jueces en la

evaluacién sensorial

La distribucién y composicion del tamafio de particula influyen en la
reologia del chocolate

pero sus efectos sobre la
textura y el aspecto siguen siendo poco claros, adquirir informacion
impactaria la mejora de los procesos y desarrollo de nuevos
productos en la fabricacion de chocolate

7.9 EVALUACION SENSORIAL
En la Tabla 14. se muestran los resultados obtenidos de la
evaluacion sensorial de la tableta enriquecida con triptéfano y

resveratrol.

Tabla 14. Evaluacion sensorial tableta final.

Atributo Media aritmética* ( I)
S 7,80 + 0,610
Color 7,86 0,730
Olor 7,66 0,758
Textura 7,13 + 0,860
Sabor 7,10 £ 0,99
Aceptacion global 7.23+1,222

*Cada valor es el promedio + desviacion estdndar, n=30. Los resultados obtenidos
fueron evaluados estadisticamente con ANOVA por comparacién mdltiple con un
nivel de significancia (P) del 5%.

El perfil sensorial de la tableta formulada enriquecida con triptéfano y

resveratrol, se muestran en la Figura 15, en donde se puede
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observar que la aceptacion global de la misma obtuvo en general un
puntaje de siete puntos correspondiente a: “Me gusta

moderadamente”.

La mayoria de los jueces afirmo que las tabletas de chocolate
evaluadas le dejaban una sensacion residual agradable, a ello se
referian al tamafio de particula que quedaba en boca luego del
consumo del chocolate.

TABLETA ENRIQUECIDA CON TRP Y RSV

Aspecto

e====TAB CH
Aceptacion

global

Figura 16. Perfil sensorial final de Tableta enriquecida con
Triptéfano y Resveratrol.

Atributos como Aspecto, color, olor y sabor se situaron dentro de la
escala evaluada por el panel en un valor de ocho puntos,
correspondiente a “Me gusta mucho” lo cual representa agrado por
parte de los catadores, por su parte textura y aceptacién global
(como se nombré anteriormente), obtuvieron siete puntos en la
escala evaluada (Me gusta moderadamente). La textura se vio
afectada principalmente por los dos ingredientes que la enriquecen,
ya que son perceptibles en boca. De manera general todos los

atributos evaluados por el panel de catadores, estuvo por encima de

105
Jennyfer Flérez Méndez. (2017). Tesis Doctoral



5 en la escala sefialada en el numeral (4.5.3 / Anexo B), lo que
indica que ninguno de los atributos evaluados le es indiferente, si no
gue por el contrario existe gusto frente a los atributos.

8. FACTOR ATWATER

El chocolate es, ciertamente, un alimento altamente energético, por
lo cual constituye un excelente suplemento nutricional para atletas, o
para personas con altos requerimientos de actividad fisica que
necesitan reservas energéticas adicionales (alpinistas, maratonistas,
soldados en campairia, entre otras), 100 g de chocolate aportan 500
calorias, mas que el pan (250 Cal), que la carne (170 Cal), o que la
leche entera (70 Cal) (Valenzuela, 2007); en la tabla 15. Se puede
observar el aporte calorico en Kcal para tableta de chocolate

enriquecida con Triptofano y Resveratrol.

Tabla 15. Aporte calorico en Kcal para Tableta de chocolate

enriquecida con triptéfano y resveratrol.

*
Kcal/g aportadas Total Keal
Muestra Proteina Grasa Carbohidratos aportadas
TABLETA
CHOCOLATE 94,36 468,81 42,4 605,57

*Calculado segun el factor de Atwater, citado por Stewart, 2014.

El aporte caldrico total definido como la cantidad en Kcal aportadas
por cada 100 gramos de tableta es de 605, 57 Kcal, de esta manera

tendremos que cada paciente consumié diariamente 90,83 Kcal
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correspondientes a 15 g de chocolate enriquecido con triptéfano y
resveratrol diarios, durante 21 dias. De la misma manera podemos
observar que el mayor aporte calérico en la tableta, lo representan la
grasa.

Segun Abreu, E. (2012) y Menchu y Méndez, 2007; en la tabla de
composicion de alimentos se declara que un 100 g de chocolate
(tablilla para bebida) aporta 457 Kcal, 100 g de chocolate con leche y
mani aporta 519 Kcal, y 100 g de chocolate simple dulce aporta 467
Kcal, lo cual indica que 100 g del chocolate enriquecido con
triptofano y resveratrol aporta considerablemente més calorias que

100 g chocolate con las caracteristicas nombradas anteriormente.

Por otro lado, la tabla de composicion de alimentos del Instituto
Colombiano de bienestar familiar (ICBF), afirma que 100 g de un
chocolate amargo aporta 628 Kcal, por lo que podemos considerar
gue 100 g del chocolate formulado aporta 22,43 Kcal menos que un

chocolate amargo.

9. ANALISIS MICROBIOLOGICO

Se realizd el respectivo analisis microbiolégico a la tableta de
chocolate enriquecido con triptéfano y resveratrol, en la Tabla 16. se
pueden observar los resultados obtenidos, analizados por medio de
la norma COVENIN 52 — 1999 para Chocolate.

107
Jennyfer Flérez Méndez. (2017). Tesis Doctoral



Tabla 16. Recuento microbiolégico de Mohos y levaduras.

s Limites Método de
s RESuLTA00S | e
Mohos 2 3 3 COVENIN
(UFClg) 1x10 1 x10 <1x10 1337

Salmonella 0 _ 0 COVENIN
(en 25 g) 1291

Los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites
permitidos por las normas COVENIN 1337 y 1291, lo que permite
evidenciar inocuidad en el alimento, relacionadas a las buenas

practicas de manufactura y buenas practicas agricolas.

10. ESTUDIO DE INTERVENCION

En la Tabla 17. se muestran los resultados estadisticos de las
mediciones de peso, cintura, cadera y presion arterial para cada uno
de los pacientes antes y después del consumo de chocolate
enriquecido con triptéfano y resveratrol. Los valores reales obtenidos

se pueden observar en el Anexo G.

Considerando que una poblacion mayor a 30 individuos es
considerada normal, no se pudo realizar un andlisis estadistico
ANOVA ya que una poblacién de 10 individuos no asume normalidad

al igual que la prueba no paramétrica utilizada de Kruskal — Wallis.
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Tabla 17. Nivel de significancia y media aritmética de las
mediciones de IMC, peso, cintura, cadera y presion arterial para
cada uno de los pacientes.

Nivel de DIA CERO DIA 21
PARAMETRO significancia — _
* M b 4
(P=0.05)
IMC (Kg/mz)** 0.824 219 21,8
PESO (Kg) 0,970 59,8 59,5
CINTURA (cm) 0,821 72,9 72,7
CADERA (cm) 0,850 87,6 87,3
P°A SISTOLICA 0,545 108,9 112
(mmHg)
P°A DIASTOLICA 0,940 71.9 71
(mmHgQ)

*POA: Presion arterial. *x= Media Aritmética. Cada valor es el promedio, n=10. Los resultados
obtenidos fueron evaluados estadisticamente con Kruskal Wallis con un nivel de significancia (P) del

5%. **IMC: indice de masa corporal.

Segun la Organizacion Mundial de la salud (OMS), el indice de masa
corporal (IMC) es un indicador simple de la relacion entre el peso y
la talla que se utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y
la obesidad en los adultos. Se calcula dividiendo el peso de una

persona en kilos entre el cuadrado de su talla en metros (kg/m2).

En el caso de los adultos, la OMS define el sobrepeso y la

obesidad como se indica a continuacion:

Sobrepeso: IMC igual o superior a 25.

Obesidad: IMC igual o superior a 30.

El IMC proporciona la medida mas util del sobrepeso y la
obesidad en la poblacion, pues es la misma para ambos sexos y
para los adultos de todas las edades. En los resultados obtenidos
se puede observar un IMC normal, el cual no presenta diferencias
significativas durante el consumo del chocolate, los mismos se

relacionan con los datos de “Texas Heart Institute” quienes
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correlacionan valores de IMC entre el 18,5 a 24,9 con una
composicion corporal normal, en el Anexo H, se pueden observar

los resultados obtenidos con respecto al IMC.

Del mismo modo, los resultados obtenidos muestran que no existe
diferencia significativa de variacion de peso en cada uno de los
pacientes, en general se observa que las pequefias variaciones de
dicho factor no son estadisticamente significativas; lo mismo ocurre
en cuanto a las medidas de cintura y cadera, en donde ninguno de
los pacientes presento aumento significativo en ninguna de estas
medidas. La presion arterial no se vio afectada por el consumo del
chocolate, los resultados indican que no hubo diferencia significativa
entre la presion sistélica/ diastolica inicial y final de cada paciente.

Se ha demostrado que disminuir la presion arterial sistolica tan solo
2 mmHg se traduce a 10% de reduccion del riesgo de eventos
cerebrovasculares y 7% de reduccion en la mortalidad coronaria
(Lewington y col, 2002); sin embargo es indispensable mencionar
gue este factor puede ser condicionado también por el consumo de
alguno otros alimentos o medicamentos fuera de control en este

estudio.

Los resultados obtenidos no son representativos a los obtenidos por

, en donde se le administraron 20 g de
chocolate negro rico en Polifenoles a 14 adultos obesos, obteniendo
como resultado reduccién de la presion sistélica y diastdlica, asi
mismo un estudio publicado por reporté una
disminucién de la presién sistdlica y diastélica, aunque estos
resultados no se mantuvieron tras dos dias sin chocolate, los autores
administraron 100 g de chocolate durante 14 dias a 13 individuos
adultos con ligera hipertension, resultando una disminucion de la

presién arterial al suministrar 100 g de chocolate negro a 15
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voluntarios sanos ; en otro estudio

obtuvieron disminucién de la presion sistdlica y diastolica al
suministrar 100 g de chocolate durante 15 dias a 19 adultos
hipertensos con baja tolerancia a la glucosa; en este estudio también
reflej6 disminucion del colesterol total y colesterol LDL.

reportd disminucion de la presion arterial en un estudio
realizado a 45 adultos con sobrepeso al suministrar 22 g de polvo de
cacao en una barra de chocolate.

Al igual que un chocolate normal, el chocolate formulado contiene
una cantidad significativa de grasa, por ello se debe considerar un
alimento altamente energético; aunque ensayos clinicos

no han reportado un incremento en el peso
corporal cuando el chocolate se consume en cantidades moderadas,
por el contario han demostrado una reduccion de peso a expensas

de la grasa.

Los datos presentados por el Grupo Latinoamericano de Estudio de
Sindrome Metabdlico (GLESMO) proponen que una medida normal
de circunferencia de cintura para hombres es <94cm y para mujeres
<88cm, valores mayores a 94 y 88 cm pueden indicar obesidad
abdominal ninguno de
los pacientes medidos antes y después presento obesidad

abdominal (72,9 y 72,7cm respectivamente).

10.1 FRECUENCIA DE CONSUMO

Se les realizo el registro de consumo de alimentos por frecuencia de
consumo, antes y después de finalizar el estudio (Lares y col., 2012),
los resultados de los alimentos consumidos por los pacientes muy
frecuentemente se muestran en la Figura 17. los resultados globales
obtenidos, se pueden observar en el anexo I.
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Figura 17. Alimentos consumidos por los pacientes muy frecuente.

Esta tendencia de alimentacibn antes y después se observo
constante para las diferentes franjas de alimentos, en la franja
amarilla se encuentran alimentos tales como granos, cereales,
tubérculos y platano, de este grupo sobresalen la harina de maiz
(45%) y el arroz (30%) de consumo muy frecuente por parte de los
pacientes, este tipo de alimentos incorpora a la dieta carbohidratos

en forma de azucares simples.

La franja verde representa hortalizas y frutas, tan solo un 15% de los
pacientes consume jugos naturales muy frecuente, esto disminuye la
porcién de fibra suministrada a la dieta y facilita la absorcion de

azucares simples (Arias, 2016).

La franja azul estad conformada por lacteos y sus derivados, carnes y
huevos, a esta franja perteneces alimentos como el queso blanco
con un 45% de consumo muy frecuente por parte de los pacientes y
la carne de pollo sin piel con un 20%. A la franja naranja pertenecen
alimentos ricos en grasas y aceites vegetales, donde se destaca un
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consumo muy frecuente de margarina (20%) y finalmente en la franja
morada se encuentran alimentos altos en azucares, para este grupo
se observd un consumo muy frecuente de café (40%) y chocolates
(15%).

Los datos obtenidos en general fueron muy variados, alimentos con
poca frecuencia fueron en los que coincidieron mayoritariamente los
pacientes, alimentos de la franja amarilla tales como pastas (65%) y
galletas (70%), de la franja verde, frutas enteras o en trozos (70%),
de la franja azul alimentos como pescados y enlatados (85%
respectivamente), franja naranja mayonesa (65%) y finalmente de la
franja morada, helados de crema (75%) y bebidas gaseosas (65%).

En base a los resultados podemos inferir que la frecuencia de
consumo de alimentos durante el estudio (21 dias) se mantuvo
constante; es decir, que la dieta de cada paciente antes y después

del consumo de chocolate no presenta mucha variacion.

10.2 ANALISIS DE LABORATORIO

En Tabla 18. se muestran los resultados obtenidos de acuerdo a los
parametros bioquimicos evaluados en los pacientes durante 21 dias.
Los resultados obtenidos no sefialan ningun nivel de significancia
representativo excepto para insulina. Cabe destacar que todos los
voluntarios se encontraron dentro de los rangos normales para cada
uno de los parametros bioquimicos evaluados antes y después del

consumo del chocolate.
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Tabla 18. Resultados de los pardmetros bioquimicos antes y

después del consumo de chocolate.

Nivel de DIA CERO DIA 21
PARAMETRO significancia X% —
(P=0.05) X
GLICEMIA 0,112 74,1+6, 36 77,8 +4,98
(mg/dL)
INSUL INA 0,028 7,06 £ 3,05 44+171
CREATININA 0,104 0,65 +0,10 0,57 £ 0,08
(mg/dL)
TRIGLICERIDOS 0,364 115,5+ 28,28 | 106,7 + 20,70
(mg/dL)
COLESTEROL TOTAL 0,089 1439 +16,17 | 127,2 + 28,68
(mg/dL)
HDL
4 40 + 4,42 +3,72
(mg/dL) 0,940 04, 39,9 £ 3,
LDL 0,059 80,8 +£11,88 65,96 + 24,01
(mg/dL) ) ) - i) ) - )
VLDL
+ +
(mg/dL) 0,089 28,78 + 3,23 25,44 + 5,73
ACIDO URICO 0,910 4,13 +0,45 4,09 +0.45
(mg/dL)
HOMA - 1,30 £ 0,57 0,86 + 0,36

* X = Media Aritmética. Cada valor es el promedio = desviacion estandar, n=10. Los resultados
obtenidos fueron evaluados estadisticamente con Kruskal Wallis con un nivel de significancia (P) del
5%.

En la Tabla 18, se observa el efecto del consumo de chocolate en la
cuantificacion de marcadores de lipidicos, glicemia y acido urico en
la poblacion estudiada. No se observaron diferencias significativas
en el perfil lipidico (Colesterol total, triglicéridos, colesterol-HDL y
colesterol-LDL) antes y después del consumo de chocolate. Estos
resultados obtenidos se corresponden con lo reportado por (Lares

2012 y Lares y col, 2014).
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A pesar de no encontrar diferencias estadisticamente significativas
en el perfil lipidico, se denota un ligero descenso del colesterol total,
esto podria debido a que la manteca de cacao, una grasa derivada
de las plantas y sin colesterol y que se encuentra
predominantemente en el chocolate negro, la cual contiene un
promedio de 33% de &cido oleico mono-insaturado y el 33% de
acido estearico. En general, el &cido estearico no baja la
lipoproteina de alta densidad (HDL), ni aumenta el colesterol LDL o
total (Lares 2012).

Diversos estudios sefialan el efecto beneficioso del consumo de
chocolate oscuro en el perfil lipidico. Un estudio realizado en
pacientes hipertensos, donde el consumo diario fue de 100g de
chocolate oscuro rico en flavonoides por mas de 2 semanas,
produjo una reduccion significativa del 12% de los niveles séricos de
colesterol total y LDL (Grassi y col, 2005). Un estudio en Japon
demostré que en los pacientes con hipercolesterolemia, el consumo
de chocolate oscuro rico en flavanoles disminuye los niveles
plasmaticos de LDL y el colesterol LDL oxidado, y aumenta las

concentraciones de HDL en suero (Baba y col, 2007a, b).

Los valores de triglicéridos obtenidos en este estudio, no se
corroboran con los obtenidos por Kurlandsky y col, 2006, en donde
hubo una mejora en los niveles de triglicéridos, incluso, Gutierrez-
Salmean y col 2014, afirma que hay estudios clinicos que reportan
gue, especificamente la epicatequina (polifenol: flavonoide presente
en el chocolate) reduce significativamente las concentraciones de
triglicéridos en la sangre, tanto en ayuno como durante el

postprandio (Keen, 2001).

Fraga y col, 2005, confirmaron la disminucién del colesterol total y
LDL tras suministrar 105 g de chocolate durante 14 dias a 28
jovenes jugadores de futbol, los mismo resultados se vieron

reflejados en un estudio elaborado por Grassi y col, 2005 al
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suministrar 100 g de chocolate durante 15 dias a 19 adultos

hipertensos con baja tolerancia a la glucosa.

Mursu vy col, 2004, observo un aumento del colesterol HDL sérico al
suministrar a 45 voluntarios sanos, no fumadores 75 g de chocolate
negro durante 45 semanas; del mismo modo no observaron cambios
en la capacidad antioxidante total del plasma, en la susceptibilidad a
la oxidacién de los lipidos séricos o VLDL + LDL.

El consumo moderado de chocolate oscuro o de productos ricos en
soOlidos de cacao se ha asociado con mejor perfil de lipidos: HDL
mas alto junto con menor LDL y colesterol total. Los resultados
obtenidos en este estudio son similares a los alcanzados por
(Barone y Roberts, 1996 citado por Gutiérrez-Salmean y col, 2014);
demostré que, en el corto plazo, el chocolate disminuye las LDL en
~6 mg/dL sin alterar, significativamente, el colesterol “bueno” (HDL);
en este estudio, aunque no hubo diferencia significativa entre los
valores de LDL antes y después del consumo de chocolate, se pudo
demostrar que si hubo disminuciéon del mismo, los mismo ocurre

para los valores de VLDL pero no con amplio margen.

Segun Viviant, 2014; la cafeina y la teobromina (sustancias
presentes en el chocolate), son un grupo de componentes
hidrosolubles que evitan la oxidacién del acido Urico y tienen
propiedades estimulantes en el sistema nervioso, sin embargo en
este estudio no se vio ningun cambio representativo respecto a los
niveles de acido Urico antes y después del consumo del chocolate y

encontrandose estos en los valores normales.

Segun los criterios de la ADA (ver Tabla 19), los valores de glicemia
en ayunas estuvieron ubicados dentro de un rango normal tanto
antes como después del estudio, sin embargo los resultados indican

gue si hubo diferencia significativa entre los valores de glicemia
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obtenidos antes y después del estudio. Los resultados globales
obtenidos se pueden ver en el anexo J y el en anexo K.

Tabla 19. Criterios Glucosa para deteccién de diabetes.

Ayunas Dos (2) horas postcarga jarabe de
glucosa (75 — 100q)

Normal | Prediabetes | Diabetes | Normal | Intolerancia | Diabetes
(potencial) Glucosada | (potencial)

<100 100 - 125 =126 <140 140 - 199 =200

Fuente: Asociacién Americana de Diabetes (ADA), 2006- 2007.

En la Tabla 19, se observa el efecto del consumo de chocolate en
los valores de Insulina Resistencia a la Insulina (HOMA). Sélo se
observd una disminucion estadisticamente significativa en los
valores de insulina y resistencia a la insulina por efecto del consumo
de chocolate. Estos resultados obtenidos se corresponden con lo

reportado por (Lares 2012y Laresy col, 2014).

Segun Lares y col, 2002; los resultados de HOMA en la poblacién
normal oscilan de 0,93 a 2,51 y en los diabéticos de 2,91 a 12,87,
por lo que se puede considerar que la poblacion estudiada presento
valores normales de HOMA antes y después del consumo del
chocolate formulado, con una leve disminucién después del
consumo del mismo; valores mayores podrian ser indicativo de

resistencia insulinica en la practica diaria en estos pacientes.

La definicion mas aceptada sobre el sindrome metabdlico reconoce
como componentes centrales o basicos la obesidad, la resistencia a

la insulina, la dislipidemia y la hipertension (Alberti y col, 2006).

Grassi y col., en el 2005 a,b y 2008, observo que la resistencia a la
insulina se reduce en pacientes con hipertension después de una
dieta de 15 dias con 100 g de chocolate rico en flavonoides todos los
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dias. Por otra parte, en pacientes hipertensos con intolerancia a la
glucosa, ricos en flavonoides chocolate negro no solo redujo la
presion arterial mejoro la funcion endotelial, sino también

sensibilidad a la insulina mejor6 (Grassi y col., 2008).

En conclusién, el estudio mostré que el chocolate oscuro ricos en
polifenoles disminuye y mejora la sensibilidad a la insulina en
personas saludables. Estos hallazgos indican que chocolate oscuro
puede ejercer una accion protectora sobre el endotelio vascular

también mejorando la sensibilidad a la insulina (Grassi y col., 2005).

Nguyen vy col, 1994, ratificaron un aumento de la insulina y la
creatinina al suministrar 100 g de barra de chocolate negro (45 g de
cacao y 55 g de sacarosa) en sangre a 10 sujetos sanos en ayunas

y cada 30 minutos hasta 180 minutos.

Se ha establecido una estrecha relacion entre la obesidad -
particularmente la abdominal- y la resistencia a la insulina y la
diabetes mellitus tipo 2 (Farag y Gaballa, 2011). En esas
enfermedades el consumo de chocolate oscuro ha demostrado
reducir la resistencia a la insulina y, de esta manera, atenuar la
glucemia en ayuno o postprandial (por ejemplo, después de comer)

(Isomaay col, 2001).

Es importante resaltar que las variaciones de insulina u HOMA no
son debidas a cambios en su dieta como se puedo corroborar con el
estudio de frecuencia de consumo, estas variaciones podrian ser
atribuidas al efecto de los polifenoles (Flavan-3-ol, procianidinas y

resveratrol) del chocolate.
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Fernandez y col, 2007, afirman que las proantocianidinas modulan
positivamente gran numero de procesos implicados en el desarrollo
del sindrome metabdlico: estrés oxidativo, captacién de glucosa y
resistencia a la insulina. Los resultados obtenidos por Garcia, 2013,
reflejaron una menor resistencia a la insulina (niveles de insulina y
parametro HOMA disminuyo) en los grupos tratados con flavonoides,
respecto al grupo control, tras comprobar el efecto de 4 tipos de

flavonoides en un estudio experimental con 60 ratones.

Cordero, 2015, sefiala que los resultados obtenidos en su
investigacion han puesto de manifiesto que los flavanoles del cacao
son capaces de modular el metabolismo glucidico y lipidico en las
células hepaticas, mejorando la sensibilidad a la insulina y la
tolerancia a la glucosa en una situacion de resistencia a la insulina y
diabetes. Ademas, mantienen el equilibrio redox durante el estrés
oxidativo que tiene lugar durante la resistencia a la insulina y

diabetes.

Estudios recientes han puesto de manifiesto que las alteraciones
gue se producen durante la resistencia a la insulina y la diabetes son
consecuencia, al menos en parte, del estrés oxidativo, y que dicho
estrés juega un papel critico en el desarrollo de las complicaciones
de la diabetes (Rochette y col, 2014; King y Loeken, 2004).

10.3 MARCADOR DE ESTRES OXIDATIVO: 8-ISOPROTANO

A los efectos beneficiosos de los flavonoides: flavan-3-oles y sus
derivados oligoméricos, proantocianidinas (presentes en el cacao) y
el resveratrol (presente en la piel y semilla de las uvas) suelen

atribuirse generalmente a su gran capacidad antioxidante, al ser
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potentes captadores de ROS; segun Carnevale y col, 2012, el
chocolate negro es rico en polifenoles que podrian ejercer una
accion antiplaguetaria mediante la inhibicién del estrés oxidativo. En
la Tabla X. se pueden observar los resultados obtenidos para el
marcador de estrés oxidativo aqui evaluado, antes y del consumo de
chocolate enriquecido con triptéfano y resveratrol, los resultados
globales en cuanto al marcador de estrés oxidativo 8- isoprostano se
pueden observar en el Anexo L.

Tabla 20. Resultados marcador de estrés oxidativo 8 — isoprostano
(8- iso PGF2a) en pacientes sanos a los cuales se dios a consumir
diariamente 15 g de una tableta enriquecida con triptofano y

resveratrol durante 21 dias.

Nivel de
Marcador de significancia DIA CERO DIA 21
A i At P=0.05 __ _
estrés oxidativo ( ) = —
Poblacién 0.005 128,31 + 55,88 82,66 + 43,30
' pg/mL pg/mL

* X = Media Aritmética. Cada valor es el promedio + desviacién estandar, n=10.
Los resultados obtenidos fueron evaluados estadisticamente con Wilcoxon con un
nivel de significancia (P) del 5%.

En el presente estudio se obtuvo un nivel de significancia menor a a
(0.05), por lo tanto rechazamos la hipotesis nula (no existen
diferencias significativas entre las medianas de los dos momentos) y
aceptamos la hipotesis alternativa, por lo que se pudo demostrar que
existe una disminucion estadisticamente significativa entre los
valores del 8-isoprostano antes y después del tratamiento,

sugiriendo estos resultados una posible modulacion del estrés
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oxidativo, estos resultados se corroboran con los obtenidos por
Carnevale y col, 2012, quienes evaluaron el mismo marcador de
estrés oxidativos (8- iso PGF2a), y concluyeron que el chocolate
negro inhibe la funcion plaquetaria al reducir el estrés oxidativo en

fumadores.

Cordero, 2015, sefiala los flavanoles del cacao mantienen el
equilibrio redox durante el estrés oxidativo que tiene lugar durante la
resistencia a la insulina y diabetes; sus resultados obtenidos sefialan
gue la administracion de una dieta enriquecida en cacao a ratas ZDF
protegieron frente al estrés oxidativo y que todos los tratamientos
(con epicatequina (EC) y extracto fendlico del cacao (CPE))
disminuyeron la generacion de ROS en ratas.

Lares (2012), corroboré el efecto antioxidante de los componentes
del chocolate oscuro tras administrar 20 g diarios del mismo durante
1 semana, al evaluar los efectos del consumo de chocolate oscuro
en 12 sujetos metabdlicamente sanos, y efectuando las
determinaciones de los marcadores: de estrés oxidativo (8-
isoprostano), inflamaciéon (factor de necrosis tumoral-a) vy
protombrético (fibrindgeno); el estudio demostré una disminucion
estadisticamente significativa (p < 0,05) en el marcador de estrés
oxidativo 8-lsoprostanos, posiblemente por efecto de los polifenoles

presentes en el chocolate oscuro.

Numerosos estudios in vitro e in vivo muestran que el cacao y sus
flavonoides ejercen un efecto antioxidante al neutralizar
directamente los radicales libres (Corti y col, 2009; Lamuela-
Raventos y col, 2005) y activar a las enzimas antioxidantes (Ramiro-
Puig vy col, 2009). Asi, el consumo de cacao y chocolate negro
aumenta la capacidad antioxidante plasmatica en animales y
humanos (Vinson y col, 2006; Wang y col, 200; Baba y col, 2000) y

la vasodilatacion (Corti y col, 2009). Ademas, la suplementacién de
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la dieta con cacao o chocolate negro disminuye el estrés oxidativo
en ratones obesos y diabéticos (Jalil y col, 2008).

10.4 CATALASA

El peroxido de hidrégeno, un especie reactiva del oxigeno (ROS)
importante, se produce de forma endogena e histéricamente se ha
percibido como deletéreo promoviendo dafio oxidante a las células
(Camhiy col, 1995). Bien conocido por su papel en la metabolizacién
del peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno, la catalasa evita el
dafo del oxidante celular mediante la eliminacion del peréxido de
hidrogeno (Lubos y col, 2011). En la Tabla 21. se muestran los
resultados obtenidos al medir el marcador de estrés oxidativo
enzimatico (CAT), antes y después del consumo de chocolate
enriquecido con triptéfano y resveratrol. Los resultados globales se

pueden observar en el Anexo M.

Tabla 21. Resultados Catalasa en pacientes sanos a los cuales se
dios a consumir diariamente 15 g de una tableta enriquecida con

triptéfano y resveratrol durante 21 dias.

Nivel de
Marcador de significancia DIA CERO DIA 21
estres oxidativo (P=0.05) — —
enzimatico X X
Poblacién 0,032 77,59 £ 22,72 | 112,94 + 4517
kU/L kU/L

* X = Media Aritmética. Cada valor es el promedio + desviacion estandar, n=10.
Los resultados obtenidos fueron evaluados estadisticamente con Wilcoxon con un
nivel de significancia (P) del 5%.
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Los resultados obtenidos muestran diferencia significativa en cuanto
al aumento de la catalasa luego del consumo de chocolate durante
21 dias. Estos resultados coinciden con lo demostrado por (Heit v
col, 2017), quienes afirman que la ausencia de catalasa que
conduce a la resistencia a la insulina en ratones, en este caso la

presencia de la catalasa no indujo insulino/resistencia.

La catalasa protege las células y los tejidos contra el dafio oxidativo
y también puede influir en los mecanismos de transduccion de
sefales; estudios sugieren que los individuos acatalasemicos (es
decir, con la actividad catalasa muy baja) tienen un riesgo mas alto
para el desarrollo de la diabetes, (Heit y col, 2017), corroboran que
los ratones desprovistos de catalasa desarrollan un fenotipo obeso,
pre-diabético y proporcionan evidencia convincente de que la

catalasa (o0 sus productos) sea integral en la regulacion metabdlica.

La CAT ha sido ampliamente estudiada en relacibn con su
participacion en numerosos procesos patolégicos de gran
importancia en las investigaciones biomédicas, Ulker y col, 2003,
sugieren que parte de la vasoconstriccion caracteristica de la aorta
toracica es debida a la accion del H202, puesto que la catalasa

acentla la vasorelajacion.

La catalasa puede interactuar con los sistemas de detoxificacion

celular (Curin y Andriantsitohaina, 2005).

Los resultados obtenidos en relacion a los marcadores de estrés
oxidativo se correlacionan muy bien, mientras uno disminuye
significativamente (8 isoprotano), el otro aumenta de igual forma
(catalasa), estos se debe a que el 8 isoprostano surge como un
compuesto derivado de la peroxidacion lipidica capaz de indicar el
estrés oxidativo, descenso que indicaria una disminucién

significativa del estrés oxidativo en sangre, mientras que la catalasa
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protege células y tejidos contra el dafio oxidativo, aumento que
ayudaria en el mantenimiento del balance oxidante/antioxidante en
el organismo; todo lo anterior relacionado al consumo del chocolate

formulado.

10.5 EVALUACION PSICOLOGICA DEL PANELISTA

En la Tabla 22. se observan los resultados obtenidos tras aplicar el
test de depresion de Beck antes (dia cero) y después (dia 21) de
consumir la tableta de chocolate enriquecida con triptéfano y
resveratrol. Los resultados globales se pueden observar en el Anexo
N.

Tabla 22. Resultados Test Beck.

Nivel de
TEST BECK significancia DIA CERO DIA 21
(P=0.05) X x
Poblacién 0,096 45 2,5
* X = Media Aritmética. Los resultados obtenidos fueron evaluados

estadisticamente con Kruskal Wallis con un nivel de significancia (P) del 5%.

Los resultados no muestran diferencia significativa en cuanto a los
resultados obtenidos antes y después de aplicar el test de depresion
de Beck;

considerados normales segun explica (Beck y col, 1961), estos

la media aritmética obtenida muestra altibajos

resultados reafirman lo obtenido por Salonia y col, 2006; al no
observar diferencias significativas en relacion con la depresién, entre

voluntarios que consumian chocolate regularmente.
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Los resultados obtenidos no son conformes a lo obtenido en el
centro de Investigacion y capacitacion en confiteria, en donde se
desarrollé un chocolate sin azucar con comprobacién médica que
tuvo efectos positivos en sus consumidores, reduciendo el estado
depresivo de quien lo consume (comprobado por medio del test de
Beck), en especial en mujeres entre 35 y 45 afios, aprovechando los
beneficios del cacao y la coenzima Q10 sin aumentos de masa
corporal.

Sin embargo los resultados obtenidos si son conformes a lo obtenido
por (Macdiarmid, & Hetherington, 1995), quienes evaluaron la
relacion entre el estado de animo y la ingesta de chocolate,
concluyendo los adictos presentaron un nivel de depresion un poco
mayor que el grupo control aunque comer chocolate no mejoro el
estado de animo; los autores afirman también que el chocolate es un
alimento que proporciona placer, a pesar de que cualquier placer
experimentado es de corta duracion y va acompafiado de

sentimientos de culpa.

Segun Bruinsma y Taren, 1999; el chocolate puede ser utilizado por
algunos como una forma de automedicacion para deficiencias
dietéticas (por ejemplo, magnesio) o para equilibrar los niveles bajos
de neurotransmisores involucrados en la regulacion del estado de
animo, la ingesta de alimentos y comportamientos compulsivos (por
ejemplo, serotonina y dopamina); Parker y col, 2006, aseguran que
cualquier efecto estado de animo provocado por un chocolate es tan

efimero como tener un chocolate en la boca.

El chocolate puede interactuar con un numero de sistemas de
neurotransmisores (incluyendo dopamina, serotonina y endorfina)
gue contribuyen al apetito, recompensa y estado de animo (Parker y
col, 2006);
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Moller, 1992; Wurtman and Wurtman, 1989; sugieren que la
serotonina actla a través de un mecanismo de biofeedback para
regular el consumo de carbohidratos; el aminoacido triptéfano
normalmente circula en bajas concentraciones, pero cuando los
carbohidratos entran en el torrente sanguineo, estimulan la
produccion de insulina y facilitan la absorcion de la mayoria de los
aminoacidos, excluyendo el triptéfano, en los tejidos.

La proporcién de triptéfano circulante aumenta con relacién a otros
aminoacidos, facilitando su paso a través de la barrera
hematoencefalica, donde se convierte en serotonina. Las variaciones
en los niveles de serotonina a su vez influyen en la ingesta de

carbohidratos (Parker y col, 2006).

Wurtman y Wurtman (1989) plantearon la hipotesis de que, en
algunas condiciones ciclicas como el trastorno afectivo estacional,
existe una perturbacion del mecanismo de retroalimentacion entre la
ingesta de serotonina y carbohidratos en la que persiste el deseo de

hidratos de carbono.

Segun (Parker vy col, 2006), los -carbohidratos (golosinas -
incluyendo el chocolate) tienen un efecto reconfortante y promueven
las sensacion de “sentirse bien” a través de la liberacion de multiples
péptidos cerebrales, del mismo modo el consumo de carbohidratos
tiene un impacto en los neurotransmisores cerebrales
relacionandolos con beneficios antidepresivos, el mismo autor afirma
gue los mismos son una forma de automedicacion antidepresiva, sin

embargo, los vinculos entre la depresion y el apetito son complejos.

Asi pues, podemos concluir que no hubo efecto significativo frente al
estado animico de los panelistas puesto que la tableta de chocolate
tiene un muy bajo contenido en carbohidratos (10,6%) como se pudo

corroborar en la Tabla 10.
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11. CONCLUSIONES

Se obtuvo un chocolate con propiedades sensoriales aceptadas por
los consumidores, todos los atributos evaluados estuvieron por
encima de 5y 6 en las escala evaluada correspondiente a me es
indiferente y me gusta poco respectivamente, lo cual lo hace un

producto viable para su comercializacion.

El contenido graso del chocolate formulado fue elevado (52,09%),
sin embargo este porcentaje de grasa corresponde mayoritariamente
a acidos tales como el estearico (no afecta los niveles de colesterol
en el torrente sanguineo), acido oleico (beneficiosos para prevenir y
combatir el cancer de mama), el acido palmitico (aumenta los niveles
de colesterol plasmatico) también presente en el chocolate no afecto
considerablemente los niveles de colesterol en sangre.

La capacidad antioxidante del chocolate enriquecido con triptéfano y
resveratrol es mayor al de algunas frutas lo que lo hace una fuente

alterna y mayor de antioxidantes.

Las variaciones del color entre el chocolate formulado y uno
comercial, son apreciadas por el ojo humano, indicando que son

diferentes entre si a simple vista.

Los resultados obtenidos en el analisis microestructural de la tableta
de chocolate formulada coinciden con las observaciones sefialadas
por los jueces en la evaluacién sensorial final de la misma,
estimando asi, presencia de particulas residuales en boca mayores
a 30 micras, facilmente visibles en las imagenes obtenidas al

determinar el tamafio de particula del chocolate.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, el consumo de chocolate
enriquecido con triptéfano y resveratrol, no altera negativa ni
positivamente los parametros bioquimicos de Glicemia, Creatinina,
Triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL, VLDL, &cido urico.

En estudio corrobor6 que en el 70% de los pacientes disminuyo el
Colesterol Total luego de 21 dias y solo el 40% experimento un
aumento en la expresion del HDL.

La tableta de chocolate enriquecida con tript6fano y resveratrol
ayuda significativamente a la disminucion de Insulina en sangre,
luego de consumir 15 g de la misma durante 21 dias, lo cual lo hace
un alimento funcional posiblemente recomendado a personas con

diabetes.

El contenido de polifenoles totales no se correlaciona bien con la
actividad antioxidante; sin embargo el chocolate formulado podria
tener los efectos beneficiosos para la salud relacionados con la
disminucion de la insulino resistencia y la prevencion de
enfermedades tales como el sindrome metabdlico y diabetes debido

a la disminucion del estrés oxidativo.

La tableta de chocolate formulada no afecto el estado animico de los

voluntarios.
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12. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar el andlisis de determinacion de capacidad
antioxidante, polifenoles totales y ECso por diferentes métodos para
determinar efectivamente cual es el método mas apropiado para
establecer dicho valor.

Se recomienda aumentar la poblacion o muestra, debido a que
algunos de los resultados no se ven significativamente modificados
porque la poblacion realmente fue muy baja.
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ANEXO A. Formato planilla para evaluacion sensorial de

chocolate con dos formulaciones diferentes.

NOMBRE: EDAD: FECHA:

INSTRUCCIONES

A continuacion se le entregan dos (2) tabletas de chocolate con el fin de que Ud.
evalle su grado de gusto o disgusto con respecto a algunos atributos en base a la
escala heddnica descrita mas abajo.

Tome la primera muestra obsérvela detenidamente fijandose detalladamente en su
aspecto y color, a continuacion acerque la muestra a su nariz para determinar el
grado de agrado en cuanto a olor se refiere.

Para evaluar textura y sabor deguste la muestra y posteriormente de una aceptacion
global de la misma. NO OLVIDE responder las preguntas que se encuentran al
finalizar y BEBER UN POCO DE AGUA ENTRE MUESTRA Y MUESTRA. En
el espacio correspondiente a cada atributo y muestra coloque el nimero que
exprese lo que Ud. siente por el producto presentado.

9.- Me gusta extremadamente
8.- Me gusta mucho

7.- Me gusta moderadamente

6.- Me gusta poco

5.- Me es indiferente

4.- Me disgusta

3.- Me disgusta moderadamente
2.- Me disgusta mucho

1.- Me disgusta extremadamente

- Aceptacion
Codigo | Aspecto | Color Olor Textura Sabor G?obal
*Las muestras presentan sabor residual? SI _ NO__ Cual? Sabor residual a:
*Sinti6 Ud. Granulosidad en las muestras? Sl NO En que muestra?

En qué grado?

Comentarios:

Muchas gracias por su participacion!
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ANEXO B. Formato planilla para evaluacion sensorial para
tableta de chocolate final.

NOMBRE: EDAD: FECHA:

INSTRUCCIONES

A continuacion se le entrega una (1) tabletas de chocolate con el fin de que
Ud. evalUe su grado de gusto o disgusto con respecto a algunos atributos en
base a la escala heddnica descrita mas abajo.

Tome la primera muestra observela detenidamente fijaindose detalladamente
en su aspecto y color, a continuacion acerque la muestra a su nariz para
determinar el grado de agrado o desagrado en cuanto a olor se refiere.

Para evaluar textura y sabor deguste la muestra y posteriormente de una
aceptacion global de la misma. NO OLVIDE responder las preguntas que se
encuentran al finalizar; en el espacio correspondiente a cada atributo y
muestra coloque el niUmero que exprese lo que Ud. siente por el producto
presentado.

9.- Me gusta extremadamente
8.- Me gusta mucho

7.- Me gusta moderadamente

6.- Me gusta poco

5.- Me es indiferente

4.- Me disgusta

3.- Me disgusta moderadamente
2.- Me disgusta mucho

1.- Me disgusta extremadamente

Codigo | Aspecto | Color Olor Textura Sabor Acg%ggllon
*La muestra presenta sabor residual? SI _ NO__ Cual? Sabor
residual a:
*Sintid6 Ud. Granulosidad en las muestras? Sl NO En qué
grado?
Comentarios

Gracias!
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ANEXO C. Consentimiento escrito de aceptacién de protocolo

de estudio

REPUBLICA BOLIVARIANA DE VENEZUELA
HOSPITAL MILITAR DR. CARLOS ARVELO
DEPARTAMENTO DE ENDOCRINOLOGIA Y ENFERMEDADES
METABOLICAS

CONSENTIMIENTO ESCRITO DE ACEPTACION DE
PROTOCOLO DE ESTUDIO

Titulo: “ESTUDIO DE INTERVENCION SOBRE ESTADO ANIMICO
Y MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN UNA POBLACION
SANA QUE CONSUME CHOCOLATE ENRIQUECIDO CON
TRIPTOFANO Y RESVERATROL"

Investigador responsable: Jennyfer Florez Méndez

INTRODUCCION: Antes de que usted decida tomar parte en este
estudio de investigacion, es importante que lea cuidadosamente este
documento. El investigador discutira con usted el contenido de este
informe y le explicara todos aquellos puntos en los que tenga duda.
Si después de haber leido toda la informacion usted decide participar
en este estudio, deberda firmar este consentimiento indicando la
fecha de la firma. Usted recibird una copia de este consentimiento
informado.

OBJETIVO DEL ESTUDIO: A usted se le ha pedido que participe en
un estudio de investigacion con pruebas bioquimicas (de laboratorio)
gue se encuentra en algunos laboratorios venezolanos y que
potencialmente podrian tener acciones benéficas sobre su estado de
animo y enfermedades cardiacas.

PROCEDIMIENTO A SEGUIR: Usted sera evaluado mediante el
inventario para la depresion de Beck (Beck Depression Inventory:
BDI) con el fin de conocer su estado de animo, posteriormente se le
hardn mediciones de peso, presion arterial y frecuencia cardiaca,

Se extraera muestra de sangre para determinar Colesterol,
Trigliceridos, HDL, LDL antes y después de 15 g consumo de
chocolate enriquecido con triptofano y resveratrol.

GARANTIA DE_CONFIDENCIALIDAD: Solo el investigador tendra
acceso a los datos confidenciales que lo identifican a usted por su
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nombre. Su identificacibn no aparecerd en ningun informe ni
publicacién, resultante del presente estudio.

PARTICIPACION VOLUNTARIA: Su participacion en este estudio es
voluntaria. Usted puede negarse a participar, o puede interrumpir su
participacion en cualquier momento durante el estudio, sin perjuicio
alguno ni perdida de sus derechos.

CONSENTIMIENTO: He leido y entendido perfectamente este
consentimiento informado. He recibido respuestas satisfactorias y
convincentes a todas mis preguntas. Acepto voluntariamente
participar en este estudio. Al firmar esta formula no estoy
renunciando a mis derechos legales que de todas maneras tengo
como participante de un estudio de investigacion.

Nombre del sujeto C.I

Firma Fecha

Nombre del sujeto C.I

Firma Fecha

Nombre del sujeto C.I

Firma Fecha
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ANEXO D. Aprobacion del comité de Etica del Hospital Militar

“Carlos Arvelo”

REPUBLICA BOLIVARIANA DE VENEZUELA
MINISTERIO DEL PODER POPULAR PARA LA DEFENSA
VICEMINISTERIO DE SERVICIOS, PERSONAL Y LOGISTICA
DIRECCION GENERAL DE SALUD DE LA FANB
HOSPITAL MILITAR “DR. CARLOS ARVELO”
COMITE DE ETICA

APROBACION DEL COMITE DE ETICA E INVESTIGACION

TITULO DEL ESTUDIO:

“Estudio de intervencion sobre estado animico y marcadores de
estrés oxidativo en una poblacion sana que consume chocolate
enriquecido con Triptéfano y Resveratrol”.

El Comité de Etica del Hospital Militar “Dr. Carlos Arvelo”, luego de
analizar el proyecto de Tesis Doctoral (Trabajo de Grado), y de
acuerdo a los Principios Internacionales y de Buena Practica Clinica
y las regulaciones locales, resuelve autorizar el Trabajo de Grado
solicitado por la(s) ciudadana(s) Jennyfer Yelitza C. Flérez
Méndez, Cl.: E- 84.580.650, cursante del Postgrado en Ciencia y
Tecnologia de Alimentos para optar al Titulo de Doctora en la
Universidad Central de Venezuela.

Firma: Fecha: 07 04 2016
Nombre: Cnel. Dr. Alfonso Rodulfo Mata

Cargo: Presidente del Comité de Etica
Institucion: Hospital Militar “Dr. Carlos Arvelo”
Direccion de la Institucion: Av. José Angel Lamas, San Martin, Caracas,
Venezuela.
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Lista de los Miembros del Comité de Etica:

Nombre

Profesion

Cargoenel C.E

Cnel. Pediatra-Inmundlogo

Dr. Alfonso Rodulfo Mata Toxicélogo Clinico Presidente

TCnel. (Ret.) Médico Internista

Dr. Pedro Luis Marquez Lic. Filosofia Miembro

CF. Médico Psiquiatra

Dr. José Lisandro Pabdn M.Sc. Farmacologia Miembro

Davila

TCnel.

Dr. Ramén Manzano Traumatoélogo Miembro

May. Farmacéutico

Arelis Suéarez Hospitalario Miembro
Nutricionista Clinica Miembro

Lic. Carline Garcia Bioeticista Secretaria

Dr. Joao De Sousa Cirujano General Miembro

Abg. Douglas Aldana Abogado Miembro

Lic. Nelva Orozco Lic. Enfermeria Miembro
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ANEXO E. Planilla para el cumplimiento de la dieta.

Estimado Voluntario:

A continuacion se le realizaran una serie de recomendaciones con el
fin de asegurar el éxito del “ESTUDIO DE INTERVENCION SOBRE
ESTADO ANIMICO Y MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN
UNA POBLACION SANA QUE CONSUME CHOCOLATE
ENRIQUECIDO CON TRIPTOFANO Y RESVERATROL”,

1.

Durante los 30 dias de duracién del estudio, debe abstenerse
de consumir alimentos cuyo contenido pudiera interferir con
los analisis, estos alimentos son:

¢ Vino tinto, Mani o frutos secos

e Garbanzo, Remolacha o alimentos de color morado

intenso, Frutos silvestres (fresas, ciruelas, Uvas).
e Chocolate y sus derivados
e Teé verde y/o negro

Debe venir en ayunas de 14 horas cuando asi se le requiera,
justo antes de comenzar a consumir la tableta de chocolate
enriquecida con Triptofano y Resveratrol (Dia cero) y luego
de concluido el lapso de consumo (Dia 21).

No debe consumir bebidas alcoholicas.

El chocolate debe ser consumido en forma diaria (1 tableta
de 15 gramos/dia), para tal efecto se le entregaran las
tabletas de chocolate pesadas de modo tal que consuma una
diaria. Pueden ser consumidas como merienda.

Sea honesto con el equipo investigador ante cualquier
pregunta o requerimiento que se le haga referente a la ingesta
de comida durante los 21 dias de duracion del protocolo.

Si dado el caso Ud. Llega a incumplir alguna de las
normativas anteriormente expuestas por favor hagalo saber
al equipo de investigadores.

De ante mano el equipo de investigadores agradece su
amplia colaboracion como participante de este proyecto!
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ANEXO F: Inventario para la Depresiéon de Beck (Beck
Depression Inventory: BDI), Fuente: (Beck y col, 1961).

Nombre: . Edad: . Fecha: .
Instrucciones: Este cuestionario estd formado por 21 grupos
de frases. Por favor, lea cada grupo con atencién, y elija la
frase de cada grupo que mejor describa como se ha sentido
durante las dltimas dos semanas, incluido el dia de hoy.
Marqgue con una X la casilla que esta a la izquierda de la frase
gque ha elegido como respuesta a cada una de las
afirmaciones del enunciado. Si dentro de un mismo grupo hay
mas de una frase que considere aplicable a su caso, rodee
aquella que haya tenido una mayor frecuencia en las dos
ultimas semanas.

1) Tristeza

___ No me siento triste

___ Me siento triste la mayor parte del tiempo

___ Estoy triste todo el tiempo

___ Me siento tan triste o desgraciado/a que no puedo
soportarlo

2) Pesimismo

___No estoy desanimado/a respecto a mi futuro

___Me siento mas desanimado/a respecto a mi futuro que de
costumbre

___No espero que las cosas se resuelvan

___Siento que mi futuro no tiene esperanza y que solo ira a
peor

3) Fracaso pasado

___No me siento fracasado/a

___He fracasado mas de lo que deberia
___Cuando miro hacia atras, veo muchos fracasos
___Creo que soy un fracaso total como persona

4) Pérdida de placer

___Disfruto tanto como antes de las cosas que me gustan
___No disfruto de las cosas tanto como acostumbraba
___Disfruto muy poco con las cosas que me gustaban
___No disfruto nada con las cosas que me gustaban
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5) Sentimientos de culpabilidad

___No me siento especialmente culpable

___ Me siento culpable de muchas cosas que he hecho o
deberia haber hecho

___Me siento bastante culpable la mayor parte del tiempo
___Me siento culpable siempre

6) Sentimientos de castigo

___No creo que esté siendo castigado/a
___Creo que puedo ser castigado/a
___Espero ser castigado/a

___Creo que estoy siendo castigado/a

7) Desagrado hacia uno mismo/a

___Tengo la misma opinidén sobre mi que de costumbre
___He perdido la confianza en mi mismo/a

___Me siento decepcionado conmigo mismo

___No me gusto a mi mismo/a

8) Autocritica

___No me critico o culpo mas que de costumbre

___Soy mas critico/a conmigo mismo/a que de costumbre
___Me critico por todas mis faltas

___Me culpo por todo lo malo que sucede

9) Pensamientos o deseos de suicidio
___No pienso en suicidarme

___Pienso en suicidarme, pero no lo haria
___ Desearia suicidarme

___Me suicidaria si tuviese oportunidad

10) Llanto

___No lloro mas que de costumbre
___Lloro mas que de costumbre
___Lloro por cualquier cosa

___Tengo ganas de llorar pero no puedo

11) Agitacion
___No estoy mas intranquilo/a o nervioso/a que de costumbre
___Me siento mas intranquilo/a o nervioso/a que de costumbre
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__ Estoy tan intranquilo/a o agitado/a que me es dificil estar
quieto/a

___ Estoy tan intranquilo/a o agitado/a que tengo que estar
continuamente moviéndome o haciendo algo

12) Pérdida de interés

___No he perdido el interés por los demas o por las cosas

___ Estoy menos interesado/a por los deméas o por las cosas
que antes

__ He perdido la mayor parte de mi interés por los demés o
por las cosas

___Me resulta dificil interesarme por alguna cosa

13) Indecision

___Tomo decisiones casi tan bien como siempre

___Me resulta mas dificil tomar decisiones que de costumbre
__ Me resulta mucho mas dificil tomar decisiones que de
costumbre

___Tengo dificultades para tomar cualquier decision

14) Sentimientos de inutilidad

___No creo que yo sea inatil

___No me considero tan valioso y util como de costumbre
___Me siento mas inutil en comparacion con otras personas
___Me siento completamente inutil

15) Pérdida de energia

___Tengo tanta energia como siempre

___Tengo menos energia que de costumbre

___No tengo suficiente energia para hacer muchas cosas
___No tengo suficiente energia para hacer nada

16) Cambios en el suefio

___No he notado ningn cambio en mi suefio

___ Duermo algo mas que de costumbre

___ Duermo algo menos que de costumbre

___ Duermo mucho mas que de costumbre

___ Duermo mucho menos que de costumbre

___Duermo la mayor parte del dia

___ Me despierto 1-2 horas antes y no puedo volver a
dormirme
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17) Irritabilidad

___No estoy mas irritable que de costumbre
___Estoy mas irritable que de costumbre
___Estoy mucho mas irritable que de costumbre
___Estoy irritable todo el tiempo

18) Cambios en el apetito

___No he notado ningtin cambio en mi apetito
___Mi apetito es algo menor que de costumbre
___Mi apetito es algo mayor que de costumbre
___Mi apetito es mucho menor que antes

___Mi apetito es mucho mayor que de costumbre
___No tengo nada de apetito

___Tengo un ansia constante de comer

19) Dificultades de concentracion

___Puedo concentrarme tan bien como siempre

___No me puedo concentrar tan bien como de costumbre
___Me cuesta concentrarme en algo durante mucho rato
___No me puedo concentrar en nada

20) Cansancio o fatiga

___No estoy méas cansado/a o fatigado/a que de costumbre
___Me canso o me siento fatigado/a mas facilmente que de
costumbre

___ Estoy demasiado cansado/a o fatigado/a para hacer
muchas de las cosas que solia hacer

___ Estoy demasiado cansado/a o fatigado/a para hacer la
mayoria de las cosas que solia hacer

21) Pérdida de interés por el sexo

___No he observado ningun cambio reciente en mi interés por
el sexo

___Estoy menos interesado/a en el sexo que de costumbre
___Estoy mucho menos interesado/a en el sexo ahora

___He perdido totalmente el interés por el sexo
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ANEXO G. Resultados obtenidos en cuanto a mediciones de peso, cintura, caderay presién arterial para cada uno de

los pacientes antes y después del consumo de chocolate enriquecido con triptéfano y resveratrol.

DIA CERO DIA 21

1 73 75,5 103 120/80 70,5 74 101 110/70
2 61,8 81 81 110/70 61 81 81 110/70
3 54,7 68,5 83 110/70 54,7 68,5 83 110/70
4 44,5 66,5 77,7 100/70 44,7 66,5 77,5 120/70
5 58,9 68 89,5 100/60 59,2 68,5 89 100/80
6 48,9 64 78 100/80 49,1 64 78 110/60
7 66,7 81,5 90 94/70 66 81 90 120/80
8 62,3 75 96 120/70 62,6 75 96 120/70
9 67 75 94,5 115/69 67,3 75 94,5 110/70
10 61,1 74 83,4 120/80 60,7 74 83 110/70
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ANEXO H. Resultados IMC global obtenidos.
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ANEXO I. Registro de consumo de alimentos por frecuencia de consumo, antes y después del consumo de chocolate

enriquecido con triptéfano y resveratrol.

Franja Amarilla (granos, cereales, tubérculos y platano)

Alimentos Muy Frecuente Frecuente Poco Frecuente Ocasional Nunca
n % n | % n % n % n %
Granos
Granos varios 0 0 3 15 16 80 1 0 0
Cereales
Pan Blanco 5 25 7 35 7 35 0 0 1 5
Pan Integral 2 10 2 10 6 30 6 30 4 20
Harina de maiz 9 45 6 30 5 25 0 0 0 0
Arroz 6 30 5 25 8 40 1 5 0 0
Pasta 1 5 5 25 13 65 1 5 0 0
Cereales 2 10 5 25 12 60 1 5 0 0
Galletas 2 10 4 20 14 70 0 0 0 0
Tubérculos
Verduras 3 15 20 12 60 5 0 0
Papa 10 6 30 12 60 0 0 0
Platano
189

Jennyfer Flérez Méndez. (2017). Tesis Doctoral




Plétano 1 5 8 90 | 1 | s 0 0 0 0
Franja Verde (Hortalizas y frutas)
Alimentos Muy Frecuente Frecuente Poco Frecuente Ocasional Nunca
n % n % n % n % n %
Hortalizas
Ensaladas 2 10 8 40 9 45 1 5 0 0
Frutas
Jugos naturales 3 15 45 7 35 5 0 0
Enteras o trozos 0 30 14 70 0 0
Franja Azul (Lacteos, carnes y huevos)
. Muy Frecuente Frecuente Poco Frecuente Ocasional Nunca
Alimentos
% % n % % %
Lacteos y derivados
Leche Entera 0 5 13 65 4 20 2 10
Leche descremada 0 0 0 8 40 3 15 9 45
Quesos Blancos 9 45 10 50 5 0 0 0 0
Quesos amarillos 1 5 1 5 11 55 5 25 2 10
Yogurt 1 5 5 25 11 55 2 10 1 5
Carnes
Carne dsizlo"o con 3 15 4 20 4 20 0 0 9 45
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Carne d;eﬁo"o sin 4 20 11 55 5 25 0 0 0 0
Carne deres 3 15 6 30 10 50 1 5 0 0
Carne de cerdo 1 5 0 0 15 75 2 10 2 10
Pescados 0 0 2 10 17 85 1 5 0
Embutidos 1 5 0 16 80 3 15 0
Enlatados 1 5 0 17 85 1 5 1
Visceras 0 0 0 3 15 4 20 13 65
Huevos
Huevos 3 15 3 15 14 70 0 0 0 0
Franja Naranja (grasas y aceites vegetales)
. Muy Frecuente Frecuente Poco Frecuente Ocasional Nunca
Alimentos
% % n % % %
Grasas
Mantequilla 4 20 4 20 8 40 3 15 1 5
Margarina 2 10 3 15 11 55 1 5 3 15
Aceite oliva 0 0 1 5 15 6 30 10 50
Aceites varios 4 20 8 10 6 30 2 10 0
Tocineta 0 1 5 11 55 3 15 5 25
Chicharrén 0 0 0 5 25 4 20 11 55
Mayonesa 0 0 0 13 65 3 15 4 20

Franja Morada (Azucares y papeldn)
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Alimentos Muy Frecuente Frecuente Poco Frecuente Ocasional Nunca
% n % n % % %
Azucares y alimentos preparados
Café 8 40 5 25 3 15 2 10 2 10
Chucherias saladas 0 4 20 12 60 2 10 2 10
Helados de crema 0 0 15 75 5 25 0
Gelatina 0 0 12 60 7 35 1
Chocolates 3 15 6 30 40 3 15 0
Maltas 0 1 5 45 3 15 7 35
Bebidas de sobre 0 2 10 30 9 45 3 15
Bebidas gaseosas 1 5 2 10 13 65 4 20 0 0
B(‘z:;‘:j; E”g’j:‘;f:)s 0 0 3 15 10 50 6 30 1 5
Bebidas alcohdlicas 0 0 1 5 10 50 5 25 4 20
Hamburguesas 0 0 0 0 45 8 40 3 15
Perros calientes 0 0 0 0 45 6 30 5 25
Pizza 0 0 0 0 12 60 6 30 2 10
Golosinas 1 5 4 20 13 65 1 5 1 5
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ANEXO J. Resultados globales parametros bioquimicos, Parte A.

P GL (mg/dl) CR (mg/dl) TR (mg/dl) CT (mg/dl) HDL (mg/dl)
A D A D A D A D A D

1 73 72 0,6 0,7 119 89 120 84 34 38
2 74 84 0,8 0,6 128 88 136 134 36 36
3 76 76 0,5 0,5 59 98 115 116 38 36
4 69 73 0,5 0,6 106 116 158 124 37 41
5 88 81 0,7 0,7 116 78 141 97 39 43
6 73 76 0,7 0,5 117 120 146 110 40 35
7 81 84 0,8 0,5 146 136 156 184 48 45
8 66 78 0,6 0,5 79 88 148 126 43 38
9 71 83 0,7 0,6 146 126 163 151 39 44
10 70 71 0,6 0,5 139 128 156 146 46 43

Leyenda: P: paciente; GL: Glicemia; CR: creatinina; TR: triglicéridos; CT: colesterol total; HDL.: colesterol H.D.L.
A= Antes DIA CERO
D= Después DIA 21
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ANEXO K. Resultados globales parametros bioquimicos, Parte B.

P LDL (mg/dl) VLDL (mg/dl) ACU (mg/dl) IN (mg/dl)

A D A D A D A D
1 62,2 28,2 24 16,8 4,6 3,9 55 3
2 74,4 80,4 27,2 26,8 4,1 3,6/ 10,1 4
3 65,2 60,4 23 23,2 3,6 41 12,4 6
4 99,8 59,8 31,6 24,8 3,6 4,1 10,6 2
5 78,8 38,4 28,2 19,4 4,5 4,5 6,9 6
6 82,6 51 29,2 22 4,8 4,2 4 3
7 78,8| 111,8 31,2 36,8 3,9 51 6,3 4
8 89,2 70,4 29,6 25,2 3,8 3,5 4,4 6
9 94,8 81,8 32,6 30,2 3,8 3,9 7,1 7
10 82,2 77,4 31,2 29,2 4,6 4,1 3,3 3

Leyenda: P: paciente; LDL: colesterol L.D.L.; VLDL.: colesterol V.L.D.L.; ACU: &cido urico; IN: insulina.

A: Antes DIA CERO
D: Después DIA 21
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ANEXO L. Resultados marcador de estrés oxidativo 8 — isoprostano (8- iso PGF2a) en pacientes sanos a los cuales
se dios a consumir diariamente 15 g de una tableta enriquecida con triptéfano y Resveratrol durante 21 dias.
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ANEXO M. Resultados Catalasa en pacientes sanos a los cuales se dios a consumir diariamente 15 g de una tableta

enriquecida con triptofano y resveratrol durante 21 dias.

Voluntario Catalasa Catalasa Incremento

sano Basal (kU/L) Post-dieta (kU/L) (%)
1 78,55 108 23,14
2 47,25 54 3,19
3 50,63 110 30,06
4 66,89 102,38 23,74
5 111,12 129 19,87
6 109,29 228,27 130,04
7 88,71 109,42 18,37
8 94,15 107,25 12,33
9 61,2 82,13 12,81
10 68,14 99 21,03

Leyenda: Basal: Dia Cero; Post-dieta: Dia 21
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ANEXO N. Resultados globales test Beck.

Paciente PUNTAJE OBTENIDO

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