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GLOSARIO

Acrofase: Periodo de tiempo durante el cual el ciclo diario de una variable
alcanza su punto maximo.

Amplitud: diferencia entre el valor maximo (o minimo) de la funcién coseno y el
mesor.

Amplitud relativa (RA): Diferencia entre el promedio de las mediciones hechas
durante las 5 horas consecutivas de maximos valores (M5) y la media de las
mediciones hechas durante las 10 horas consecutivas con el minimo valor
(L10), dividido entre la suma de ambos valores (M5+L10).

Contraste dia-noche: diferencia entre el promedio de mediciones durante las 5
horas consecutivas de maximo TAP y el promedio de mediciones realizadas
durante las 10 horas consecutivas del minimo TAP dividido entre la suma de
ambos valores.

Cosinor: procedimiento para el analisis de ritmos biolégicos basado en la
adaptacion de una onda cosenoidal a los datos brutos.

Cronobiologia: (“kronos” de tiempo, “bios” de vida y “logos” de estudio) es la
ciencia que estudia todos estos fendmenos periddicos o ritmos biolodgicos que
se producen en los seres vivos.

Cronotipo matutino: caracteristica del sujeto que encuentra su estado de
maximo rendimiento por la mafana.

Cronotipo vespertino: caracteristica del sujeto que encuentra su estado de
maximo rendimiento por la noche.

Cuestionario de Munich (MCTQ): consta de 17 preguntas simples sobre el
comportamiento del ciclo suefio y vigilia. Estas preguntas abordan la hora de
acostarse, y la hora de levantarse por separado para dias laborables y dias
libres. Utiliza los centros del suefo para la clasificacion del sujeto.

Cuestionario matutino-vespertino (MEQ): consta de una escala de 19 items
desarrollado por Horne y Ostberg, con la que se obtiene una puntuacion que
clasifica al sujeto en matutino, indefinido o vespertino.

Estabilidad interdiaria (IS): regularidad del ritmo. Sus valores oscilan entre 0 y
1. Cuanto mas se acerque al valor 1 el ritmo presenta una mejor estabilidad, es
decir, se repite exactamente dia tras dia.

Fase del ritmo o acrofase: hora en el que ritmo alcanza su maximo valor.

Habitos regulares: derivado de la estabilidad interdiaria (IS), determina la
constancia del patron ritmico de 24 horas durante los 7 dias. Un ritmo estable
se caracteriza por un perfil de 24 horas muy similar dia a dia.



HOMA-IR: representa las siglas en inglés del modelo homeostatico para
evaluar la resistencia a la insulina ("homeostatic model assessment").

indice de funcionalidad circadiana (CFI): indice numérico que determina la
robustez circadiana basado en tres parametros circadianos: estabilidad
interdiaria, variabilidad intradiaria y la amplitud relativa. CFl se calculé como el
promedio de estos tres parametros. En consecuencia, CFl oscila entre 0
(ausencia de ritmicidad circadiana) y 1 (ritmo circadiano robusto).

Jet lag social: sindrome que ocurre cuando el reloj biolégico de nuestro cuerpo
y nuestros horarios sociales no coinciden. Se refiere a la diferencia entre el
centro del suefio de los dias no laborables y los laborables. Cuando esta
diferencia es mayor a 2 horas se considera que existe jet lag social.

L10: promedio de las diez horas consecutivas de valores minimos del ritmo de
temperatura y su hora TL10.

TL5: promedio de las cinco horas consecutivas de valores minimos del ritmo de
actividad y posicion y su hora TL5.

M10: promedio de las diez horas consecutivas de valores maximos del ritmo de
actividad y posicion y su hora TM10.

M5: promedio de las cinco horas consecutivas de valores maximos del ritmo de
temperatura y su hora TM5.

Mesor: valor medio del ritmo ajustado a una funcion coseno que por lo general
coincide con la media.

Nucleo supraquiasmatico (NSQ): también llamado reloj central, esta formado
por un conjunto de neuronas situadas en el hipotalamo, y se encarga de regular
los ciclos circadianos y el control de la secrecidn de melatonina. Es el principal
reloj biolégico interno o marcapasos en los mamiferos.

Rayleigh: evalua la distribucion de la acrofase dentro de un periodo de 24
horas. Esta prueba proporciona un vector r con su origen en el centro de una
circunferencia de radio igual a uno. La longitud del vector r (entre 0 y 1) es
proporcional al grado de homogeneidad de fase durante el periodo analizado y
puede considerarse como una medida de la estabilidad de fase del ritmo
durante los 7 dias sucesivos.

Ritmos circadianos: procesos que ocurren o funcionan en ciclos de
aproximadamente 24 horas.

Sincronizador: estimulo capaz de restablecer un marcapasos o sincronizar
una oscilacion con el medio ambiente.

TM5: Hora media de las cinco horas de maximo valor de un ritmo. Se utiliza
como marcador de fase para el ritmo de temperatura.

TM10: hora media de las diez horas de minimo valor de un ritmo. Se utiliza
como marcador de fase para el ritmo de actividad.



Variabilidad intradiaria (IV): fragmentacién del ritmo. Sus valores oscilan entre
0 y 2. Cuanto mas se acerque al valor 0 la onda es perfectamente sinusoidal y
el ritmo es menos fragmentado.
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1. EL CHOCOLATE

1.1 Definicion de chocolate

El arbol del cacao proporciona uno de los productos alimenticios mas populares
en el mundo, el chocolate . Mientras el término cacao se refiere al producto

natural, el chocolate es un alimento procesado derivado del cacao .

El chocolate, tal y como lo conocemos en la actualidad, es un producto
elaborado a partir del fruto del arbol de cacao, que crece en América Central y
del Sur, y en Africa occidental . Su cultivo tiene lugar en el conocido como
“cinturén del chocolate”, zona que se extiende entre 10 y 20 grados de latitud,
de norte a sur del Ecuador .

El fruto del arbol del cacao se llama vaina o carbdsido. De cada uno de
estos frutos se obtienen entre 20 y 50 semillas o granos de cacao que tras un
proceso de fermentacion, secado y tueste, dan lugar a los principales

componentes del cacao y del chocolate .

Entre los siglos XIX y XX el chocolate sufrié una importante evolucion ya
que paso de ser una bebida, a presentarse en forma sdlida y en sus variedades
consideradas mas placenteras, como son el chocolate con leche, el chocolate

blanco y el chocolate negro o también denominado fondant, entre otros .

1.2 Frecuencia de consumo de chocolate

Tanto el cacao como el chocolate preparado con granos de cacao, tienen una
larga reputacion como alimentos saludables . Tanto los beneficios para la
salud, como la sensacién de placer que se asocia a su consumo, han
convertido al chocolate en un alimento muy apreciado en todo el mundo

aunque su consumo varia de unos paises a otros.

Un estudio realizado por Seligson et al. @ sobre los patrones de
consumo de chocolate en el mundo puso de manifiesto que el consumo en
Estados Unidos era moderado (4,6-4,8 kg por persona y afo) comparado con

algunos paises del norte de Europa en los que el consumo alcanzaba 7-10 kg
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por persona y afio. El 11% de la poblacién de Estados Unidos mostrd un
consumo de chocolate de al menos 1 de los 3 dias registrados en la encuesta
de alimentos @ En general el consumo de chocolate es mayor en invierno que
en otras estaciones del afio y se consume preferiblemente como “snack” entre

comidas (6).

En el afio 2016 el Sindicato de Chocolate en Francia (Sydicat du
Chocolat), organismo que reune a 60 empresas que producen y comercializan
chocolate, llevé a cabo un estudio para responder a la pregunta sobre cuanto
chocolate se toma en todo el mundo. Los resultados se representan en la
Figura 1, que muestra como los alemanes son grandes aficionados al
chocolate y consumen el equivalente a 11 kilos de chocolate por persona y
afo, le siguen muy de cerca los belgas (10,9 kg) y los suizos (10,8 kg),
habitantes de paises conocidos por sus exquisitos chocolates. El consumo en
Espana es del orden de cinco veces inferior, y se estima en 2 kg por persona y

afio (Figura 1).

Consumo anual de chocolate por habitante en paises seleccionados

China 10,1kg
Rusia p I 2.0 kg
Espafia = I 2,0 kg

Estados Unidos ZE IS 6.0 kg
Francia [ || I /.6 kg
Reino Unido Sz IE— 10,0 kg
Suiza e 10,8 kg
Bégica | w2 109 kg
Alemania = s 11,0 kg

Figura 1. Grafico adaptado de Statista que muestra el consumo de chocolate por
habitante en paises seleccionados (https://es.statista.com/grafico/6525/que-paises-

consumen-mas-chocolate/).
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Aunque el cacao se consume desde el afio 460 a. C. no se comenz6 a
utilizar en pasteleria hasta el siglo XIX cuando se inventé la prensa de cacao
. Durante siglos se habia consumido en forma de bebida, y fue a partir del
ano 1828 cuando se empiezan a elaborar dulces de chocolate. En la
actualidad, el cacao se consume también en mezclas de café instantaneo,
coberturas, galletas, bebidas alimenticias, helados y cereales, por lo que su

consumo es muy frecuente.

1.3 Origenes e introducciéon en Europa

Los origenes del chocolate se remontan al afio 440 a. C. en Sudameérica,
concretamente en México, en la época Maya . Probablemente fue este
pueblo el primero en cultivar cacao. Los mayas preparaban, ainadiéndole agua
caliente, una bebida amarga, de fuerte sabor, y de gran valor energético a la

que llamaron «Alimento de Dioses» (Teobroma Cacao) .

La historia atribuye a Hernan Cortés haber sido el primer europeo en
reconocer el enorme potencial econdmico del cacao. Sin embargo, parece ser
que fue Cristobal Coldn el primer europeo que tuvo contacto con el cacao. Se
ha descrito que en el ano 1502, durante su cuarto viaje a América, Coldn
capturd6 una canoa que contenia granos de cacao . Estos granos eran
considerados "almendras misteriosas" y se utilizaban como una forma de
moneda en Mesoameérica .

La historia relata que en 1520, el emperador azteca Moctezuma agasajé
a Hernan Cortés y a sus soldados con “xocolatl” [es decir, xococ (amargo) y atl
(agua)], palabra azteca que significa “agua espumosa”. El espanol comprobd
que sus tropas podian soportar todo un dia de marcha forzada consumiendo
solo un vaso de “xocoaltl”. Moctezuma regalé al conquistador espafiol la
plantacién real de cacao de Manialtepec y a partir de ese momento Cortés

establecio con los indigenas el intercambio de las avellanas del arbol del cacao

por oro .

El cacao llegdb a Europa en 1528, cuando el conquistador espafiol

Hernan Cortés obsequié con muestras de cacao al rey Carlos V de Espana,
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proclamando los grandes efectos de la bebida preparada a partir de este "oro
marron” . Afos mas tarde, en 1544, el chocolate como bebida, fue
presentado a la corte espafola por los nobles mayas de Kekchi, traidos del

Nuevo Mundo por los frailes dominicos para encontrarse con Felipe Il.

En cuestion de un siglo, los usos culinarios y médicos del chocolate se
extendieron a Francia, Inglaterra y otros lugares de Europa occidental. Pero se
planteaba una dificultad, y es que el habitat natural de la planta del cacao es un
bosque lluvioso de hoja perenne, con temperaturas altas que alcanzan los 30-
31°C, y humedad del 100% durante el dia y que desciende al 70 u 80% por la
noche. La demanda de esta planta llevd a los franceses a establecer
plantaciones de cacao en el Caribe, mientras que Espafa desarrollé sus

plantaciones de cacao en Filipinas .

En el ano 1753, el cientifico sueco Carl Linnaeus, le puso nombre a la
planta de cacao. La llamé Theobroma Cacao, del nombre latino Theobroma
[literalmente 'alimento de los dioses'], mientras que la palabra chocolate

procede del azteca “xocolatl” [es decir, xococ (amargo) y atl (agua)] .

Entre los europeos, el cacao florecié en la década de 1880, después de
su introduccion como cultivo comercial en la colonia inglesa Gold Coast en
Africa occidental . En 1876, Daniel Peter, elabord el primer chocolate con

leche en Suiza (9).

La historia del chocolate continua hasta hoy y aunque en la actualidad
no se le considera un “alimento de Dioses” continua teniendo un estatus
especial en nuestra sociedad. Es uno de los alimentos mas queridos y
anhelados y a la vez mas temidos por su alto contenido calérico y elevada

proporcion en grasas y azucares .Tomar chocolate evoca sentimientos

agradables y mejora el estado de animo .

2. ASPECTOS NUTRICIONALES DEL CHOCOLATE

2.1 Composicion nutricional del chocolate

En la formulacion del chocolate son elementos clave los sélidos de cacao, la

manteca de cacao, el azucar y la lecitina que actua como emulgente .
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En la actualidad, las principales categorias comerciales de chocolate son
el chocolate puro también llamado chocolate negro o fondant, el con leche y el

blanco , que difieren en su composicion nutricional (Tabla 1).

Tabla 1. Composicién nutricional de los diferentes tipos de chocolate.
Chocolate Chocolate Chocolate

S puro leche (*) blanco

Energia total (kcal) 543 538 547
Proteina total (g) 4,7 9,19 8
Carbohidratos (g) 64,8 54,1 58,8
Fibra, dietética total (g) - 0,8 0,8
Lipidos, totales (g) 29,2 31,5 30,9
AG, monoinsaturados totales (g) 9,3 10,23 9,9
AG, poliinsaturados totales (g) 1,2 1,09 1,1
AG, saturados totales (g) 16,9 18,96 18,2
Agua (g) 1,3 29 1,5
Colesterol (mg) 9 28 23
Vitamina A (pg) 8,67 33,16 26
Vitamina D (ug) 0 0 traza
Vitamina E (mg) 0,13 0,7 1,14
Folatos (ug) 0 10 10
Equivalentes de Niacina (mg) 0,97 2,22 5,4
Riboflavina (mg) 0,14 0,37 0,49
Tiamina (mg) 0,05 0,11 0,08
Vitamina B12 (ug) 0 traza traza
Vitamina B6 (mg) 0,05 0,11 0,07
Vitamina C (mg) 0 traza 0
Calcio (mg) 37,67 247 270
Hierro (mq) 1,5 1,7 0,2
Potasio (mQ) 359,67 465 350
Magnesio (mg) 123,67 71 26
Sodio (mg) 12,33 58 110
Fosforo (mg) 181,33 261 230
lodo (ug) 2,3 55 6
Selenio (ug) 6,8 3 3
Zinc (mg) 2,23 1,7 0,9

Informacién procedente de la Base de datos Espafiola De Composicién de
Alimentos (BEDCA). La composicion nutricional corresponde a 100 g de
producto comestible.

(*) El chocolate utilizado en nuestro trabajo, difiere ligeramente de la
composiciéon del chocolate con leche que se muestra esta tabla (ver en Material
y Métodos).
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El contenido energético de los diferentes tipos de chocolate es elevado,
superior a 3000 kcal por kg de producto. El chocolate (100 g) aporta
aproximadamente el 25% de la ingesta de energia diaria de un adulto promedio
(2000 kcal/dia). Esta elevada densidad caldrica corresponde a su alto
contenido en carbohidratos, que son en su mayoria azucares y representan
hasta el 60% del total de la energia de este alimento, y en grasas que
representan un 30% . Las grasas se encuentran principalmente en forma de

triglicéridos que contienen mayoritariamente acidos grasos saturados (Tabla 1).

El chocolate tiene ademas en su composicion, aunque en menor
cantidad, proteinas, agua, algunos minerales como fésforo, magnesio, hierro y

calcio y trazas de otros minerales y vitaminas (Tabla1).

Los valores sobre la composicion nutricional de los distintos tipos de
chocolate mostrados en la Tabla 1 y obtenidos de la Base de datos Espainola
De Composicion de Alimentos (BEDCA,
https://www.bedca.net/bdpub/index.php) coinciden con los valores aportados
por la base de datos de USDA-2010 (https://www.fns.usda.gov/dietary-
guidelines-2010).

El contenido de cada nutriente en el chocolate depende, entre otros
factores, de la cantidad de soélidos de cacao. Cuando el contenido relativo de
solidos de cacao en el chocolate aumenta respecto a los demas componentes,
el porcentaje de carbohidratos disminuye, mientras que se produce un aumento

en el contenido de grasa total.

En cuanto a su composicion quimica, el chocolate puede ser
considerado como una suspension densa de particulas soélidas (azucar, cacao

y mezcla de leche, segun el tipo) todo ello disperso en una fase grasa continua,

que se compone principalmente de manteca de cacao (13 . La manteca de

cacao es considerada como el principal subproducto del cacao por sus

propiedades fisicas (reologia y textura), caracteristicas quimicas y propiedades

organolépticas (15). Constituye la materia grasa del chocolate y esta
compuesta por: A) Acido estearico (C18:0; CHs(CH,)1sCOOH) en una

proporcion del 35%, Acido graso cuyo efecto sobre el colesterol es neutro. B)

Acido oleico (C18:1; C4gH3402), que se encuentra en una proporcion del 31% y

8
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que tiene efectos hipocolesterolemiantes. C) Acido palmitico (C16:0;

CH3(CH2)14COOH) que se presenta en un 26% y que se ha relacionado con un

aumento en las concentraciones de colesterol plasmatico (16).

Nutricionalmente, la elevada proporcion de acidos grasos saturados
respecto a los insaturados que presenta el chocolate podria disminuir la calidad
nutricional del chocolate y es un aspecto negativo desde el punto de vista de la
salud. Los acidos grasos saturados se han relacionado con la incidencia de
arterioesclerosis y enfermedad cardiovascular . El chocolate debido a su
elevado contenido en acidos grasos saturados se ha postulado como un
alimento hipercolesterolemiante. Sin embargo, y debido a los mecanismos de
compensacion de los acidos oleico y estearico sobre el palmitico, diversos

ensayos clinicos han demostrado el efecto neutro del chocolate sobre los

valores de colesterol en suero (18-20).

Otros autores, tales como Wan et al. (2001) (21) han demostrado el

efecto beneficioso del chocolate, ya que la concentraciéon de HDL aumentd en
un 4% tras un consumo diario de 22 g de cacao en polvo y 16 g de chocolate
negro, durante un periodo continuado de cuatro semanas. En esta linea, Mursu
et al. (2004) | demostraron que después de una ingesta diaria de 75 g de
chocolate negro durante tres semanas, la concentracion de colesterol HDL

aumento entre un 11 y un 14%.

El cacao tiene por naturaleza un caracteristico sabor amargo causado
por la presencia de polifenoles y alcaloides. Para evitar que el chocolate sea
demasiado amargo se le anade azucar. La contribucion del azucar en el sabor
del chocolate es importante, de hecho un cambio de solo un 5% en la cantidad
de azucar afadida afecta al sabor. Para la elaboracién de dulces de chocolate
se utiliza principalmente sacarosa mientras que en la fabricacion de chocolate
con leche se afnade lactosa y leche en polvo que contiene la grasa de la

leche y aporta suavidad al chocolate EI)
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2.2 Los antioxidantes del chocolate

El consumo de cacao se ha asociado con beneficios para la salud tales como:
aportar mayor fortaleza, vigor sexual, resistencia al trabajo duro y a las bajas
temperaturas, y muchos otros, aunque inicialmente sin un fundamento cientifico
probado . Sin embargo, el conocimiento actual de los beneficios para la
salud aportado por muchas sustancias de origen natural, y los adelantos
técnicos, han posicionado a algunos alimentos y otros productos naturales en
el rango de «beneficiosos para la salud». El chocolate es considerado uno de
ellos debido al poder antioxidante de sus componentes .

La funcion de los antioxidantes de origen natural se relaciona con su

accion protectora en la prevencion y desarrollo de diversas patologias

identificadas como «patologias por estrés oxidativo» (25 . De hecho su

consumo es actualmente recomendado en todos los rangos de edad, y
particularmente en la edad adulta y en la senescencia .

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales que
protegen al organismo de los dafos producidos por agentes oxidantes. Siendo
los flavonoles y flavanoles diferentes tipos de flavonoides. Estudios de

intervencién en humanos han mostrado que los flavonoides, mejoran la salud

cardiovascular y moderan la inflamacion 28(129); reducen el riesgo de

infartos cerebrales al evitar la formacion de coagulos y reducir la presion

arterial (30). Ademas presentan efectos positivos sobre el Alzheimer, al mejorar

el flujo sanguineo en el cerebro .

Otros autores tales como Grassy et al. (32), mostraron que suplementar

la dieta con chocolate negro se asocia con una mejora en la sensibilidad y
resistencia a la insulina, y disminucion de la presion arterial sistdlica, mientras
que el chocolate blanco no presenta ningun efecto aparente. Este estudio, que
se realizd en 15 jovenes sanos cuyas dietas se complementaban diariamente
con 100 g de chocolate negro o 90 g de chocolate blanco, atribuyd el efecto

beneficioso del chocolate negro a la abundancia de polifenoles presentes en el

chocolate negro y a la escasez en el blanco (32).

10
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Tabla 2. Contenido en polifenoles de los tres tipos de chocolate. (www.
phenol-explorer.eu/)

Componente Chocolate Chocolate @ Chocolate
puro leche blanco

Polifenoles totales (mg/100g) 1859,88 854,34 -
Flavanoles

Catequina (mg/100 g) 20,5 4,64 -

Epicatequina (mg/100 g) 70,36 14,58 -

Cinnamtanina A2 (mg/100 g) 53,83 - -

Procianidina dimero B2 (mg/100g) 36,5 - -
Flavonoles

Quercetina (mg/100 g) 25 - -

Entre los antioxidantes que se consumen de forma natural, los
flavonoides ocupan un lugar relevante . Siendo el cacao uno de los

alimentos que tiene una elevada proporcién de los mismos (35). Un estudio

comparativo entre el polvo de cacao y el polvo de fruta demostré que las
semillas de cacao contienen mayor cantidad de antioxidantes (polifenoles, en
especial flavanoides) que cualquier fruta, y en base a los resultados se

determind que las semillas de cacao eran como <<superfrutas>> desde el
punto de vista nutritivo .

El cacao contiene una elevada concentracion de flavonoides, muy por
encima de los encontrados en otros alimentos ricos en ellos tales como los
arandanos y la granada (Tabla 3). Especificamente, la concentracion de

flavanoles en el polvo de cacao tales como epicatequina es >2 mg/g, catequina

>0,5 mg/g y procianidina >20 mg/g (37).

Tabla 3. Diferencias en el contenido en flavonoides entre diferentes

alimentos.
Alimento Contenido en Flavanoles (mg/qg)
Polvo de Arandanos 9,5
Polvo de Granada 4
Polvo de Cacao 30

Tabla elaborada con los resultados obtenidos por Crozier et al
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21299842)

11
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Aunque la literatura cientifica revisada sugiere que el consumo de
chocolate puede tener efectos beneficiosos para la salud , debe tenerse
en cuenta que el chocolate tiene un alto contenido en grasa total y en azucar.

En consecuencia, la creencia es que el consumo diario de grandes cantidades

de chocolate puede aumentar el peso corporal del individuo a largo plazo (22).

Por ello, se ha propuesto que su consumo debe considerarse en el contexto de
una dieta saludable y en cantidades moderadas (20-25 g/dia) (40 . Sin

embargo estas recomendaciones siguen siendo cuestionadas.

2.3 Cafeina y teobromina en el chocolate

La cafeina, teofilina y teobromina son metilxantinas, un grupo de alcaloides
estimulantes del sistema nervioso central (SNC). Se ha descrito que, en dosis
moderadas, estas metilxantinas producen una mejora del rendimiento mental y

fisico, y reducen el cansancio y el suefio .

Actualmente la cafeina, la tecfilina y la teobromina son indiscutiblemente
los psicoestimulantes mas utilizados en todo el mundo. En Espafa, por
ejemplo, se estima que aproximadamente un 80% de la poblaciéon adulta toma
a diario café o té . Otros compuestos como el chocolate y bebidas
refrescantes como Coca-cola y Nestea (con menor contenido en xantinas) son
también ampliamente consumidos por la poblacién mas joven. Las xantinas, en
una u otra forma, se han utilizado desde la antigiedad, de ahi sus nombres:

teofilina (hoja divina) y teobromina (alimento de los dioses).

La mayor fuente de cafeina se obtiene de las semillas de la planta
Coffea Arabica, mientras que las hojas de té, de la planta Thea Sinensis,
contienen cafeina y teofilina. Las semillas de cacao Theobroma cacao, ademas
de contener teobromina también contienen cafeina, aunque en menores

cantidades que las semillas de la planta del café (véase Tabla 4) .

12
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Tabla 4. Contenido en metilxantinas de algunos productos alimenticios
42).

Teobromina
Café (mg/taza) 80-100 - -
Café descafeinado (mg/taza) 3 - -
Té (mg/taza) 28 - 10
Bebida de chocolate (mg/taza) 30 - -
Bebidas de cola (mg/lata) 30-50 - -
Chocolate puro (mg/onza) 35 300-400 -
Chocolate con leche (mg/onza) 6 - -

3. RELACION ENTRE EL CHOCOLATE Y EL PESO CORPORAL
3.1 Obesidad

La obesidad es una alteracidn metabdlica multifactorial caracterizada por un
exceso de grasa corporal que aumenta la probabilidad de desarrollar
enfermedades tales como la cardiovascular, diabetes, y otras alteraciones
metabdlicas, aumentando por tanto la morbi-mortalidad del individuo .

Se definen como sujetos con obesidad aquellos sujetos varones con un

porcentaje de grasa corporal superior al 25% (44), y aquellas mujeres que

presentan un porcentaje de grasa corporal superior al 33% . Cuando no se
dispone de la tecnologia para determinar la cantidad de grasa corporal, se

recurre al indice de Masa Corporal (IMC) como un indicador de peso saludable

45). Dependiendo del rango en el que nos encontremos asi tendremos un

peso saludable o por el contrario presentaremos sobrepeso u obesidad (Tabla
5).

13
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Tabla 5. Criterios de la SEEDO para definir la obesidad segun el IMC (45).

Valores limites del IMC (kg/m?)

Peso insuficiente <18,5
Normopeso 18,5-24,9
Sobrepeso grado 1 25-26,9
Sobrepeso grado 2 27-29,9
Obesidad grado 1 30-34,9
Obesidad grado 2 35-39,9
Obesidad grado 3 (mérbida) 40-49,9
Obesidad grado 4 (extrema) =50

La distribucién de la grasa corporal es otro factor relevante a tener en
cuenta en la etiopatogenia de la obesidad. Los individuos que acumulan grasa
corporal preferentemente en la region visceral presentan mayor riesgo de sufrir
patologias relacionadas con la obesidad . Por ello, la determinacién del
perimetro de cintura, junto con el peso y el porcentaje de grasa corporal, es

relevante para el diagndstico clinico.

Tabla 6. Datos antropométricos para la distribucién de la grasa corporal
46).

Medida Limite superior a la normalidad

Hombres Mujeres

Circunferencia de cintura (cm) 102 88

En la obesidad y el sobrepeso se produce un desequilibrio en el balance

energético consecuencia de una ingesta caldrica superior al gasto energético,

acumulandose ese exceso en forma de grasa en el tejido adiposo (47). Este

principio termodinamico esta sujeto a multiples factores moduladores y a

complejos mecanismos de regulacion, entre los que figuran factores

14
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hormonales, genéticos, alteraciones fisiolégicas, enfermedades, farmacos y

factores ambientales .

En los ultimos 40 afos se ha producido un importante aumento en la
prevalencia de la obesidad en el mundo, debido fundamentalmente a cambios
en factores ambientales relacionados con el estilo de vida, que han llevado a
un aumento del consumo calérico y a un descenso en la actividad fisica.

Probablemente todo ello esta relacionado con los avances tecnoldgicos que

han modificado nuestra actividad laboral, social y de tiempo de ocio (48 .

3.2 Ingesta energética

La comunidad cientifica ha aceptado que una de las principales causas de
obesidad es el exceso de ingesta de energia . Aun asi, en trabajos
realizados en seres humanos se aprecian contradicciones. Algunos de ellos, en
los que se ha medido la ingesta, muestran que los individuos con obesidad
comen mas que los que no presentan exceso de peso . Sin embargo,
otros estudios epidemiologicos, tanto longitudinales como transversales,
indican que la prevalencia de obesidad aumenta en los diferentes paises a
pesar de que la ingesta energética disminuye . Esta posible contradiccion,
se podria explicar por los cambios producidos en los alimentos en la sociedad
actual, ya que se consumen cada vez alimentos mas refinados y con menor

contenido en fibra.

Otro factor que podria estar contribuyendo a esta contradiccion, es que
las técnicas empleadas para la valoracidn de la ingesta energética son en
general técnicas subjetivas. Es el caso de los cuestionarios de registro de
alimentos de diferentes dias de duracion (24h, 7 dias). Es por ello que se

recomienda el uso de fotografias, para validar la ingesta del sujeto.

3.3 Gasto energético

El gasto energético total comprende tres componentes; los requerimientos de

energia de nuestro organismo en reposo, conocido como Metabolismo Basal

(MB), que supone entre el 60 y 70% del gasto de energia total, aunque varia
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entre individuos dependiendo del porcentaje de masa magra corporal. El

segundo componente es la actividad fisica que se considera la suma de la

actividad fisica basica diaria y el ejercicio fisico especifico, que se refiere a

aquel realizado con algun deporte especifico. Y por ultimo el efecto dinamico

de los alimentos que corresponde a la energia gastada para procesar los

alimentos y supone aproximadamente un 10% de las calorias ingeridas .

La medicién del gasto energético es el método mas preciso para
determinar las necesidades de energia de un individuo. Con frecuencia se
realiza mediante calorimetria indirecta midiendo el oxigeno consumido (VO;) y
el diéxido de carbono liberado (VCO;) en condiciones de reposo del individuo
54).

La energia que precisamos para satisfacer sus requerimientos, procede
de la energia quimica que se libera de los nutrientes a través de la oxidacion de
sustratos alimenticios. El Cociente Respiratorio (CR) se define como la relacion
entre VCO,y VO, y refleja el sustrato usado. La completa oxidacion de glucosa

produce un valor de CR de 1,0, mientras que la oxidacién de lipidos produce un

valor CR préximo a 0,7 .

Tabla 7. Tabla comparativa de VO,, VCO, y CR durante la oxidacién de

tres sustratos biolégicos (54). (VO2: oxigeno consumido; VCO;: dioxido de

carbono liberado y CR: cociente respiratorio).

Oxigeno Di6éxido de Cociente
Sustrato consumido Carbono liberado respiratorio
(ml/min) (ml/min) (ml/min)
Glucosa 0,746 0,746 1
Lipidos 2,029 1,43 0,69
Proteinas 0,966 0,782 0,81

Durante el ejercicio fisico los lipidos constituyen el sustrato principal

responsable del suministro de energia (<65%V0,max) {55-57). Sin embargo, a

medida que aumenta la intensidad del ejercicio aumenta la contribucién de la
oxidacion de carbohidratos y disminuye proporcionalmente la oxidacion de
lipidos . De hecho, el gjercicio fisico intenso, que excede al 65% VO,max,

oxida carbohidratos en mayor proporcién {56 .
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Por otra parte, en un estudio prospectivo llevado a cabo por Froidevaux

et al. (60) se ha demostrado que los individuos que responden bien a un

programa de pérdida de peso y logran mantener la pérdida en el tiempo,

presentan una mayor oxidacion de lipidos durante el tratamiento.

Para la evaluacion de la actividad fisica, el instrumento mas utilizado es
el cuestionario internacional de actividad fisica (IPAQ: International Physical
Activity Questionnarie) (61 , que ha sido implementado desde el afio 2000.

Existen dos versiones del IPAQ segun el numero de preguntas: una version

corta que consta de 9 items y otra version larga que incluye 31 items. La
version corta proporciona informacion sobre el tiempo empleado al caminar en
actividades de intensidad moderada y vigorosa, y en actividades sedentarias.
La version larga registra informacion detallada en actividades de mantenimiento
del hogar y jardineria, actividades ocupacionales, transporte, tiempo libre y
también actividades sedentarias, lo que facilita calcular el consumo calérico en

cada uno de los contextos. La version corta es la mas utilizada en estudios

poblacionales (61}|63) aunque en estudios detallados es mas interesante el uso

del cuestionario largo por su precisiéon y mayor informacion.

3.4 Chocolate y peso corporal

El chocolate con leche, debido a su composicién nutricional rica en
energia, azucares y grasas, se considera un alimento obesogénico (véase
Tabla 1).

Asi analisis prospectivos, como el llevado a cabo por Greemberg et al.
en 2015 , en el que participaron 107.243 mujeres postmenopausicas,
muestran que el habito de tomar chocolate esta asociado con un aumento de

peso a largo plazo . Previamente, en el ano 2013, Greemberg y Buijsse

65) habian demostrado que el aumento de peso inducido por el habito de

tomar chocolate se producia de manera dependiente de la dosis consumida.
De hecho, los resultados de este estudio mostraron que el peso aumentaba
segun aumentaba la frecuencia en el consumo de chocolate. Aquellos que

tomaban chocolate con una frecuencia de 1 a 4 veces al mes, junto con los que
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lo tomaban todas las semanas, experimentaron un aumento en su IMC de 0,26
kg/m?y 0,39 kg/m? respectivamente .

Este aumento de peso coincide con el alto contenido calérico del
chocolate y con la disminucién de la saciedad inducida por la ingesta habitual

del mismo, como se observé en un ensayo controlado aleatorio realizado en

118 mujeres por Tey et al. en el afio 2012 (66). Los resultados de los analisis

prospectivos mencionados demostraron ademas que la ganancia de peso

aumentaba segun se incrementaba el IMC y fue mayor para las mujeres

obesas .

Pero los estudios mas relevantes sobre chocolate y su efecto sobre el
peso corporal son los estudios de intervencion, ya que en ellos se puede
deducir la direccionalidad causa-efecto, es decir, si el consumo de chocolate es
causa de obesidad o si por el contrario las personas con obesidad presentan
una mayor ingesta de chocolate. En este sentido Gonzalez-Sarrias et al.
publicaron un meta-analisis en el afio 2017 , en el que se sugeria que el
consumo en la dieta de sustancias que contienen flavanol, como es el caso del
chocolate, podria reducir el IMC y la circunferencia de cintura (67 .

Es interesante que en otro meta-analisis reciente de varios ensayos
clinicos, realizado por Kord-Varkaneh et al. @» y publicado en el afo 2018, se
ha mostrado que la suplementacion de chocolate durante varias semanas (de 2
a 24 semanas dependiendo del ensayo) no producia aumento del peso

corporal, ni de la circunferencia de cintura.

Este meta-analisis, se hizo tras una revision sistematica de 35 articulos
publicados entre los afios 2003 y 2017. Todos ellos se habian realizado en
adultos y en los individuos se estudiaban en dos condiciones, con consumo y
sin consumo de chocolate. Todos los estudios presentaban suficiente
informacion sobre peso, IMC y circunferencia de cintura, y en todos ellos el
disefio fue aleatorio y cruzado. El tamafio de la muestra de los estudios
incluidos oscilaba entre 20 y 90 participantes, alcanzando entre los 35 articulos

un tamano de muestra de n=1775.

En esta revisidn, se incluyé un analisis secundario de un subgrupo de

participantes en el que se mostro que suplementar la dieta con 30 g de
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cacao/dia durante 4-8 semanas, daba lugar a una reduccion del peso y como

consecuencia del IMC (69). La duracién de la ingesta de chocolate influyé en

los resultados, los ensayos con una duracién corta (<4 semanas) 71

dieron lugar a un aumento significativo del IMC en las voluntarias, mientras que

los ensayos de duracién mayor (>8 semanas) 73) dieron lugar a una

reduccion del peso corporal.

La cantidad de chocolate consumido también influyé sobre los
resultados, en especial sobre la circunferencia de cintura, siendo este efecto no
lineal, de hecho se observd una reduccidn mayor tras la ingesta de 40-60 g de
chocolate al dia que con cantidades inferiores . De esta forma, se demostro
que el consumo de una cantidad elevada de chocolate o suplementos de cacao

podia no afectar al peso corporal, al diametro de cintura y al IMC.

En un estudio anterior realizado en animales se mostré que la dosis

necesaria para generar un efecto positivo en la reduccién de la obesidad,

equivalia a una cantidad diaria en humanos de 54 g de cacao en polvo (74).

Los resultados del meta-analisis mencionado muestran que la suplementacion
con <30g/dia de chocolate durante al menos cuatro semanas tiene resultados
favorables sobre el IMC y el peso corporal, produciendo su disminucion
. Lo cual es muy interesante ya que el consumo de dosis elevadas de
chocolate al dia supone un aumento caldrico destacable en la dieta. No
debemos olvidar que 100 g chocolate/dia aporta del 20 o 30% de la energia
diaria de la dieta para un individuo, consideracion que habria que tenerse en

cuenta en el caso de recomendar un consumo de chocolate a dosis mas altas y

a largo plazo, y sugiere la conveniencia de realizar nuevos ensayos (69).

4. RELACION ENTRE CHOCOLATE Y GLUCEMIA

El estudio de la relacion entre el chocolate y la glucemia es un tema de

interés en ciencia, ya que existen datos contradictorios .

La recomendacion del chocolate para las personas con diabetes,
especialmente para los diabéticos tipo Il, presenta una serie de desafios tanto

desde el punto de vista clinico como sociolégico, y es que parece contradictorio
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que un alimento con un alto contenido en energia y azucar pueda ofrecer un
efecto beneficioso frente a la diabetes .

Sin embargo, los beneficios del cacao y del chocolate, tanto para la
regulacion de la glucosa como para la mejora de las complicaciones asociadas

con la diabetes, han sido avalados gracias a estudios mecanicistas y de

modelos animales. Cesar Fraga (76) en el afio 2005 planted por primera vez la

posibilidad de que el chocolate presentara una accion beneficiosa para las

personas con diabetes. Asi mismo, en el afo 2013, un estudio realizado por

Grassi et al. (77) reforzd aun mas este efecto beneficioso del chocolate sobre la

hipertension y sobre la mejora en la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, y a
pesar de los resultados de ambos estudios, el efecto beneficioso del chocolate
sobre la glucemia sigue sorprendiendo y en general no es aceptado por la

comunidad médica.

Con el objetivo de resolver este debate se realizaron varias revisiones

sistematicas y meta-anadlisis de los resultados de los diferentes ensayos

clinicos y estudios epidemiolégicos publicados entre los afios 2005 y 2015 (78-

. Todas estas revisiones respaldan la teoria de que tanto el cacao como el
chocolate tienen efectos positivos sobre la presion arterial y el perfil lipidico, y
sobre la resistencia a la insulina, aunque en esta ultima los resultados son

menos evidentes.

Se ha planteado que los polifenoles presentes en el chocolate, podrian
ser responsables del efecto beneficioso de este alimento sobre la glucemia por
su posible accion sobre la resistencia a la insulina. Asi, en el afo 2005,
Willianson y Manach fueron los primeros en clasificar los efectos beneficiosos
de los polifenoles en el chocolate que se representan en la Tabla 8.

Tabla 8. Efectos beneficiosos de los polifenoles presentes en el chocolate
84).

Reduccion de la presion arterial
Mejora del perfil lipidico

Mejora de la salud cardiovascular
Reduccidén de estrés oxidativo

Reduccion de la resistencia a la insulina
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Sin embargo, una limitacion de estos estudios es que en su mayoria se

habian realizado en voluntarios sanos, y son todavia pocos los estudios

realizados en personas con diabetes {85-88). En el afio 2015 se publicd un

trabajo de Mellor et al. en el que se revisaron los resultados de un grupo
de ensayos clinicos en personas con diabetes sobre el efecto potencialmente
beneficioso del cacao y el chocolate . En dicho estudio se concluy6é que
una ingesta demasiado alta de chocolate podria conducir a un balance
energético positivo y empeorar el control de la glucemia, mientras que

pequefias cantidades de chocolate rico en polifenoles podrian tener efectos

beneficiosos para reducir el riesgo de diabetes (75). Asi mismo, la

incorporacion en la dieta de personas diabéticas de 20 a 45 g de chocolate al
dia podria generar beneficios dependiendo de su concentracién en polifenoles
75).

En la practica clinica, nos encontramos un problema a la hora de poder
recomendar un determinado tipo de chocolate, y es que resulta dificil identificar
en los chocolates comerciales la cantidad de polifenoles que presentan.
Ademas, es todavia un desafio comercial producir un chocolate que sea
palatable y que presente una dosis suficientemente elevada de polifenoles, y

en particular de epicatequinas, debido al fuerte sabor amargo de estos

compuestos .

Un aspecto relevante es que la mayoria de estos ensayos clinicos han

sido realizados con chocolate negro (35-85% de cacao), mientras que el

chocolate con leche, con menos contenido en cacao (10-35%), sigue siendo la
base de las golosinas y dulces mas populares por o que su consumo es mas

frecuente y se toma en mayor cantidad. Mas importante aun es que ninguno de

los estudios ha analizado la hora a la que se toma el chocolate, y esto podria

cambiar su efecto sobre la glucemia.
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5. LA IMPORTANCIA DEL “CUANDO” COMEMOS

Durante mas de 30 anos, la comunidad cientifica ha estudiado las causas y
consecuencias de la obesidad, uno de los principales problemas de Salud
Publica del siglo XXI.

Inicialmente, el estudio de estos factores implicados en la obesidad se
limitaba al analisis del “qué” comemos, es decir, del consumo de energia y de
su reparto en macronutrientes. Posteriormente, se comenzd a considerar la
importancia del “como” comemos, lo que hace referencia a qué tipo de alimento
se consume y qué factores ambientales (tales como los factores emocionales,
sociales, etc.) influyen en la seleccidén de unos alimentos u otros, y se comenzé
a investigar sobre ello. Durante la ultima década se ha visto la necesidad de
investigar sobre el “cuando” comemos. Asi pues se han realizado diversos
estudios sobre el horario de la comida y su relacion con el peso corporal.
Nuestro grupo de investigacion ha jugado un papel relevante en estas

investigaciones sobre crononutricion.

La hora a la que comemos se considera un comportamiento modificable
que puede influir en la regulacion de la energia y, como consecuencia, en el
riesgo de obesidad @ . Numerosos estudios en modelos animales 92
y en humanos ' han demostrado que comer a una hora inadecuada, es

decir, en el momento cercano al inicio del suefio, conlleva un aumento de peso

y una peor salud metabdlica. De hecho, el profesor Fred Turek et al. en 2009

92) demostrd, en modelos animales alimentados con una dieta alta en grasas,

que ir en contra del reloj biolodgico interno favorece la obesidad. En este estudio
se observo que aquellos ratones que comian soélo durante la fase de luz de 12
horas (periodo de descanso normal para los roedores, en el que no suelen
comer) ganaron significativamente mas peso que los ratones alimentados con

la misma dieta solo durante la fase oscura de 12 horas (periodo activo en el

que normalmente se produce la ingesta) (92).

En humanos, se ha observado que consumir una mayor cantidad de

calorias por la noche se asocia con un riesgo elevado de sobrepeso y obesidad

89](95), mientras que comer mas calorias en el almuerzo o en el desayuno

parece ser protector frente al sobrepeso y la obesidad (89|(96}|97). Wang et al.

22



INTRODUCCION

89) demostraron que las personas que realizaron por la noche una ingesta

233% de la energia total del dia tuvieron dos veces mas probabilidades de ser
obesas que aquellas personas que tomaron esta misma ingesta por la mafiana.
Nuestro grupo ha obtenido resultados semejantes .

Estudios epidemiolégicos han demostrado que la distribucion de
nutrientes en la dieta es diferente segun el momento del dia. Es el caso de un
estudio publicado en 2004 por de Castro cuyos resultados muestran que la
comida de la manana (desayuno) se asocia con una mayor ingesta de
carbohidratos y fibra, mientras que en las horas de la tarde (cena), las
personas tienen mas probabilidades de comer grasas (especialmente alimentos
con grasas saturadas). Ademas, un estudio de intervencion sugirié que es mas
facil elegir tomar alimentos saludables por la manana que por la noche, ya que
el autocontrol tiende a reducirse a medida que avanza el dia . Y se ha

demostrado también que las personas que no desayunan consumen una

elevada ingesta de calorias al dia (100).

Ya en el afio 2013, nuestro grupo de investigacién llevdo a cabo un
estudio longitudinal en 420 personas obesas y con sobrepeso durante una

intervencion dietética de 20 semanas con el objetivo de comprobar si el horario

de la comida era un factor relevante en el control del peso {(101). Este estudio

fue de los primeros realizados en humanos en mostrar las asociaciones entre la

hora de la comida y el efecto metabdlico.

Como resultado de este trabajo se demostré que el momento de la
comida principal, que en este caso era la comida de medio dia ya que se
realizé en una poblacion mediterranea, era predictivo del éxito de la pérdida de

peso, y que este efecto era independiente de la ingesta calérica total de 24h

101). Este estudio concluyé que aquellas personas que tomaban la comida

principal mas tarde (después de las 3 del mediodia) perdian significativamente

menos peso que aquellas que tomaban la comida principal antes (101). Y todo

esto a pesar de que tanto los que comian pronto como los que comian tarde
tenian una ingesta caldrica similar, semejante actividad fisica y duracién del
suefno e incluso no habia diferencias en los valores de hormonas relacionadas

con el apetito como la ghrelina.
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Otro resultado relevante del mismo estudio fue que la sensibilidad a la
insulina, valorada por el indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR), fue

menor entre aquellos que comian tarde en comparacion con los que comian

temprano (101). En la misma linea, un estudio aleatorio cruzado demostré que

el horario de las comidas afecta la tolerancia a la glucosa hacia una menor
tolerancia entre aquellos que comen tarde la comida principal del mediodia. En

general comer tarde daba lugar a un aumento del riesgo metabdlico, incluso en

mujeres sanas y normopeso (102).

Otros estudios sobre la efectividad de la pérdida de peso demuestran la
importancia de la distribucion caldrica a lo largo del dia. Un experimento de 12
semanas mostré que las personas que tomaban una cantidad importante de

calorias durante el desayuno perdian mas peso que las que las tomaban

durante la cena (103). Ademas la glucemia, la insulinemia y el HOMA-IR

disminuyeron entre aquellas personas que tomaron un desayuno copioso {103).

Todos estos resultados sugieren que comer tarde puede afectar
negativamente a la regulacion metabdlica y por tanto a la obesidad, y al éxito

de las dietas de adelgazamiento.

Asi pues, nuestro grupo y otros grupos de investigacion hemos
demostrado que no solo es importante “qué comemos”, sino que “cuando

comemos” también es importante en la obesidad y en la pérdida de peso

102{(104).

5.1 Los ritmos circadianos

Los ritmos circadianos (circa, alrededor y dianos, de dia) son cambios fisicos,
mentales y conductuales que siguen un ciclo aproximado de 24 horas, y que
responden, principalmente, a los cambios de luz y oscuridad en el ambiente de

un organismo.

Las primera evidencia de un ritmo biolégico data del afo 1729, fue
gracias al astronomo francés Jean Jacques d’Ortous DeMarian que informé

que los movimientos foliculares de la planta Mimosa pudica presentaban ritmos

a lo largo del dia, y que estos ritmos eran independientes de la luz solar (105).
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Asi, este investigador demostré que los movimientos de apertura y cierre de las
hojas de esta planta se mantenian incluso en condiciones de oscuridad

constante durante varios dias consecutivos.

Pero no fue hasta la primera mitad del siglo XX, cuando se cre6 un
nuevo campo de la ciencia: la llamada “Cronobiologia”. Algunos de los primeros

estudios fueron realizados en la mosca de la fruta Drosophila, por un ecologista

Colin S. Pittendrigh {106). Gracias al estudio de los ritmos biolégicos de este

insecto, Colin S. Pittendrigh descubrié los principios basicos de la cronobiologia

moderna.

Los ritmos circadianos influyen en los ciclos de sueno-vigilia, la
secrecion de algunas hormonas como cortisol y melatonina, la regulacién de la

temperatura corporal y otras funciones relevantes.

El sistema circadiano de los mamiferos estda compuesto por una red de
estructuras jerarquicamente organizadas responsables de la generacion de
ritmos circadianos y de su sincronizacion con el entorno. Los ritmos diarios y
estacionales estan coordinados por un oscilador ‘maestro‘ también conocido

como “marcapasos central”, situado en el nucleo supraquiasmatico (SCN) el

cual se encuentra en el hipotalamo anterior {107).

El SCN se “reajusta” cada dia mediante una sefial periodica de
luz/oscuridad. Cada neurona individual del SCN es un reloj circadiano, y todos
estos relojes se sincronizan a su vez con la hora solar directamente por los
aferentes retinales gracias a la existencia de una ruta no visual basada en las

células ganglionares provistas del pigmento melanopsina en el tracto

retinohipotalamico (108).

Aunque la luz (cambios luz/oscuridad) sea la principal sefial entrante al
SCN existen otras entradas periddicas, como son el horario de las comidas
(ingesta/ayuno) y el ejercicio programado (actividad/reposo), capaces de poner
en hora al sistema circadiano de mamiferos, en especial a los relojes
circadianos periféricos presentes en diferentes 6rganos y tejidos. Y es que el
marcapasos central, a su vez, sincroniza la actividad de varios relojes

periféricos fuera del SCN mediante la secrecion ciclica de hormonas y la

actividad del sistema nervioso vegetativo (108).

25



INTRODUCCION

Diversos estudios han demostrado que diferentes érganos implicados
en la nutricién y la alimentacion del ser humano, tales como el hipotalamo y las
zonas del control de la ingesta, el estbmago e intestino, el higado e incluso el
tejido adiposo, presentan ritmos circadianos comportandose como relojes
periféricos (Figura 2). Estos ritmos circadianos, van a tener una gran
importancia en el horario de todos los procesos metabdlicos relacionados con
la alimentaciéon. Es por ello que el horario de la comida, importante
sincronizador de estos relojes periféricos, puede ser determinante en el
funcionamiento de nuestra fisiologia y como consecuencia en la relacidon
existente entre la cronobiologia y la obesidad 109).

SCN
pacemaker

@ s

pacemaker

endocrine
autonomic
behavioural
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Figura 2. Representacién de la existencia de genes reloj en los distintos 6rganos.
Vista esquematica de la coordinacion circadiana a través del individuo, en la que el
marcapasos primario del SCN arrastrado por el tiempo solar y por los aferentes
retinales, mantiene y sincroniza los relojes de los tejidos en los érganos principales,

mediante una mezcla de sefales endocrinas, autonémicas y conductuales

(relacionadas con la alimentacion) {110).

Uno de los descubrimientos mas importantes para esta area de

investigaciéon es la presencia de un reloj circadiano activo en el tejido adiposo

111{[112). Nuestros estudios mostraron que existe un componente temporal en

la regulacién de las funciones del tejido adiposo (112). De hecho, los estudios

realizados por microarrays han demostrado que una elevada proporcién de los
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genes activos en el tejido adiposo sigue un patron ritmico diario (113{|114).

Teniendo en cuenta que la alimentacion es la principal fuente de energia para
el tejido adiposo, el momento de la alimentacion, en particular para las comidas
de alta energia como es el caso del chocolate, puede ser decisivo, y un cambio

en este momento podria tener consecuencias metabdlicas para el desarrollo de

la obesidad y la pérdida de peso (115).

El funcionamiento correcto de estos ritmos circadianos endogenos
permite a los organismos predecir y anticiparse a los cambios
medioambientales, asi como adaptar temporalmente sus funciones
conductuales y fisiologicas a estos cambios. En humanos, los habitos sociales
actuales, tales como la reduccion del tiempo de suefio y el incremento de
irregularidad interdiaria del suefo-vigilia (jet-lag, trabajo por turnos y un
aumento de la exposicién a la luz brillante durante la noche) o el elevado
consumo de “snacks”, actuan sobre el cerebro induciendo una pérdida de la

“percepcion” de los ritmos internos y externos.

5.2 Cronotipo y técnicas de evaluacién

El cronotipo de un individuo ayuda a determinar la preferencia circadiana del

sujeto (116{[(117). Las diferencias entre el horario endégeno de un individuo y la

hora local externa dan como resultado cronotipos que van desde matutinos

(cronotipo temprano) hasta vespertinos (cronotipo tardio), pasando por un

cronotipo intermedio también llamado indefinido (118). Los cronotipos

tempranos tienden a funcionar mejor en la mafana, mientras que los cronotipos

tardios funcionan mejor en la noche (102). Las técnicas mas utilizadas para

determinar el cronotipo de un individuo son las siguientes.
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5.2.1 Cronotipo subijetivo

El cronotipo se determina a través del uso de cuestionarios que clasifican al

sujeto segun su tipologia circadiana. Los mas utilizados son:

El cuestionario de Munich (MCTQ), que determina el cronotipo tras

calcular el centro del suefio para los dias libres y de trabajo. El centro del

suefo es uno de los marcadores mas precisos de la fase circadiana, definida

como la hora en el que ritmo alcanza su maximo valor {119). Este cuestionario

consta de 17 preguntas sobre el comportamiento del ciclo suefio y vigilia, que
abordan la hora de acostarse y levantarse por separado para dias laborables y
libres (117).

El cuestionario matutino-vespertino (Moning-Evening Questionnaire

(MEQ)), que evalua las preferencias de tiempo y horarios del individuo durante
las 24 horas de un dia. Consta de una escala de 19 items desarrollada por

Horne y Ostberg, con la que se obtiene una puntuacion que clasifica al sujeto

en matutino, vespertino o indefinido {120).

5.2.2 Cronotipo objetivo

Se emplean herramientas mas fiables, no invasivas, faciles de obtener y que no

interfieran en la vida del sujeto. Las mas utilizadas actualmente son:

Inicio de la subida de melatonina con luz tenue (Dim Light Melatonin

Onset (DLMO)), que es una herramienta para medir la fase circadiana, es decir,
el momento en que los valores de melatonina ascienden y mantienen sus

concentraciones superiores a un umbral determinado que suele estimarse en 5

pg/ml (121). Se realiza en condiciones de luz tenue ya que la luz intensa es

capaz de suprimir la secrecion de melatonina. Se ha demostrado que el inicio

de la secrecion de melatonina en condiciones de luz tenue es el marcador mas

preciso para evaluar la fase del marcapasos circadiano (122). EI gran numero

de muestras que hay que recolectar junto con el elevado coste de esta técnica,

dificultan su uso.
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Actimetria, que es un método sencillo y no invasivo, basado en la
obtencion de un registro prolongado de datos a través de un dispositivo
denominado actimetro, que registra y almacena informacion sobre actividad
motora (A) y posicion corporal (P). La monitorizacion se basa en cuantificar los
movimientos realizados por el sujeto mediante medidas de la aceleracion
resultante de dichos movimientos. La representacion grafica del patron de 24h
de actividad y posicion, se caracteriza por presentar valores bajos durante la

noche (descanso) y valores mas elevados durante el dia (vigilia).

El actimetro se esta utilizando en la actualidad como marcador de

alteraciones en el sistema circadiano y su posible asociacion con la

enfermedad (123). La busqueda de biomarcadores de salud circadiana ha

llevado al desarrollo de algoritmos que cuantifican la robustez, la fase y la
estabilidad de los ritmos de actividad/reposo. Entre ellos, el modelo cosinor
paramétrico y el modelo no paramétrico son dos enfoques matematicos que se

utilizan en la actualidad y que son capaces de captar alteraciones en los ritmos

de actividad/reposo asociadas con obesidad (124}(125).

La temperatura corporal, que medida de forma “central”, ha demostrado

ser un marcador adecuado de los ritmos circadianos del individuo. Su medicion
continua es complicada pues requiere la ingesta de una capsula termémetro,
cuyas mediciones cambian en funcion de la velocidad de transito intestinal, que
varia segun los individuos. O bien, el uso de una sonda rectal durante 24h, lo
que solo es posible en complicados experimentos de laboratorio en condiciones
controladas, con lo que no son representativas de la vida real del individuo
126(|127).

Una aproximacién podria ser la medicién de la temperatura periférica en
la mufieca, o la medicién de la temperatura distal, mediante el uso de dos

dispositivos separados en el cuerpo, que miden la diferencia de temperatura

entre ellos y permiten asi eliminar el efecto de la temperatura ambiental (126

128). Se considera, con algunas salvedades, que los ritmo diarios de

temperatura corporal central y periférica son inversos, por lo que el maximo

valor de un ritmo podria corresponderse con el minimo para el otro (129{|130).
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Aunque no debemos olvidar que la temperatura periférica, resulta
también de la disipacion por la piel de la temperatura central, por lo que a
veces sus valores elevados son consecuencia también de un incremento de

temperatura central. Para evaluar el ritmo de temperatura periférica en adultos

se ha utilizado un sensor de temperatura denominado ibutton (34
(Thermochron iButton DS1921H, Dallas, Maxim, Dallas, T).

35 Sueio nocturno
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Figura 3. Ritmo de 24h de temperatura periférica en adultos. Datos tomados del
Departamento de Fisiologia de la Universidad de Murcia. Grupo de Nutricién. La
representacion grafica del patron circadiano de temperatura periférica se caracteriza
por presentar un aumento de los valores de temperatura por la noche, con un patron
estable en forma de meseta durante el suefio nocturno con altas temperaturas, y un
descenso pronunciado de la misma al despertar. Por la mafiana permanecera estable
con valores bajos de temperatura y con una elevacion en la hora asociada a la siesta,
y coincidente con el periodo postprandial. Por ultimo, se produce una zona de maximo
despertar que corresponde a los valores minimos de temperatura y que prepara para
el suefio, ya que a partir de esta caida, la temperatura volvera a subir de nuevo con la

entrada de la noche.
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El TAP (Temperatura, Actividad y Posicion), que se usa para evaluar el

estado del sistema circadiano humano en condiciones normales de vida. Asi,

Ortiz-Tudela et al. {131) propusieron la integracion de la temperatura, actividad

y posicion en una sola variable, a la que denominaron TAP ya que combina la
temperatura de la muieca (T), la actividad fisica (A) y la posiciéon (P) y ha
demostrado ser un método adecuado para evaluar el cronotipo, el estado del

sistema circadiano y las caracteristicas del sueno.

Algunos de los problemas que presenta la actimetria, ademas de los

fallos en su funcionamiento es que, a la hora medir el centro del suefio, tiende

a subestimar el tiempo de vigilia y por tanto a sobreestimar el suefio (132).

Ademas, con el actimetro no es posible saber cuando los sujetos se quitan sus

dispositivos (133). La utilizacion conjunta de la actimetria con la temperatura

periférica puede ser muy util ya que esta ultima se considera como un buen

marcador de suefio (134). Un reciente documento de consenso respaldado por

el Instituto Nacional del Corazon, Pulmones y Sangre, el Instituto Nacional

sobre el Envejecimiento y la Sociedad de Investigacién del Suefio (134), ha

declarado que la temperatura periférica es un método novedoso y no invasivo
para medir la hora de la fase circadiana y los estados de sueno vy vigilia, por lo

que es interesante su utilizacion en combinacién con la actimetria.

En comparacién con la actimetria convencional, se ha demostrado que

el TAP es clinicamente superior en la evaluacion objetiva del suefio (133).

Mejora la sensibilidad, la especificidad y la precision en comparacion con la

actividad, la posicion o la temperatura corporal, por separado y minimiza los

efectos de enmascaramiento (131). El uso del TAP ha sido validado en adultos

sanos y enfermos con determinaciones de melatonina con luz tenue (DLMO) y

con polisomnografia (135).
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El cortisol, es la hormona circadiana por excelencia, es decir sus
concentraciones van variando a lo largo de dia y se considera un marcador del
funcionamiento del reloj central. Resulta ventajoso para su determinacién que
las mediciones se pueden hacer en saliva, aunque hay que hacer diferentes

medidas a lo largo del dia.

Se le conoce también como la hormona del estrés. Sin embargo, tiene
muchas mas funciones reguladoras en todo el organismo, incluido el cerebro.
El cortisol también presenta efectos sobre la regulacion de la energia, en los

procesos metabdlicos y en el funcionamiento del sistema inmune e inflamatorio,

entre otros (136). esta hormona circadiana se considera un marcador adecuado

para la evaluacién de la salud cronobioldgica, debido a que presenta un patron
circadiano robusto que alcanza su maximo valor a la hora del despertar y va
disminuyendo a lo largo del dia, por lo que por la noche sus valores suelen ser
menores, siendo la relacion normal entre cortisol de la manana y el de la noche
de 3. Es por ello que en cronobiologia interesa determinar al menos el cortisol
al despertar y al final del dia. Un ritmo con poco cambio o aplanado, se

considera como marcador de cronodisrupcion.

La melatonina, es una hormona muy utilizada en cronobiologia. Se libera

en la glandula pineal como respuesta simpatica a la accion del nucleo
supraquiasmatico y se le ha llamado hormona de la noche. Es el marcador
circadiano por excelencia, sobre todo el inicio de su secrecion (DLMO), por lo
que sus valores deberan presentarse elevados por la noche y bajos durante el

dia. Sin embargo, hay que tener en cuenta que su actividad esta condicionada

por agentes ambientales como la luz {(137) y el consumo de estimulantes como

la cafeina (138), entre otros.

La secrecion de melatonina se relaciona con el sueno, coincide con una

caida de temperatura corporal central y con una disminucién en el grado de

excitaciéon y en el rendimiento del individuo (139). Estudios previos han

confirmado que las concentraciones de melatonina son un buen marcador del

cronotipo (140).
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5.3 La cronodisrupcion

La cronodisrupcion (CD) puede definirse como la ruptura de la sincronizacion

entre los ritmos circadianos internos y los ciclos de 24 horas medioambientales

141). Vivimos en una sociedad moderna de 24 horas 7 dias a la semana, que

se caracteriza por una exposicion a la luz artificial. Esto nos ha permitido vivir
con luz en horas que antes se destinaban al suefio, y ha provocado un retraso

en el horario de las comidas y en la hora de acostarse.

En nuestra sociedad la CD se produce por varias situaciones como el
Jet-lag y el trabajo por turnos, pero también por otras como la contaminacion

luminica nocturna o la realizacion de actividades ludicas, preferentemente

durante la noche (108). En la actualidad es evidente el efecto de la CD sobre la

salud humana. La evidencia actual sugiere que la CD esta estrechamente
asociada con un aumento del riesgo de desarrollar ciertas enfermedades o con
el empeoramiento de patologias preexistentes como el envejecimiento

prematuro, el cancer y las enfermedades cardiovasculares, y con la obesidad y

el sindrome metabdlico (112).

Tal y como comentabamos anteriormente, la hora de la ingesta de
alimentos, es un sincronizador de los relojes periféricos y esta asociada con la
regulacion del peso corporal, la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a
glucosa. Comer tarde se asocia con CD, ya que se produce una disminucion
del gasto de energia en reposo, disminucién de la oxidacion de carbohidratos
en ayunas, disminucién de la tolerancia a glucosa, disminucién del perfil diario
en las concentraciones de cortisol libre (ritmos aplanados) y disminucion de la

temperatura; todo esto conduce a la desincronizacién interna de los relojes

centrales y periféricos (102).

Varios mecanismos bioldgicos han sido descritos para explicar la
relacion causal entre comer tarde y una salud cardiometabdlica adversa,
incluyendo cambios en el gasto de energia basal, termogénesis inducida por la
dieta, oxidacion del sustrato, metabolismo de la glucosa, patron de temperatura
corporal medido en la muheca, consumo de alimentos coincidiendo con

elevada melatonina, y cambios de fase de los relojes periféricos, incluidos los

del tejido adiposo (101).
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En resumen podemos afirmar que, el sistema circadiano nos mantiene
sincronizados con el dia de 24 horas y las funciones fisiolégicas muestran

ritmos enddgenos orquestados por el reloj circadiano. EI momento de la comida

puede influir en los ritmos circadianos (142) y comer una cantidad bastante

grande de chocolate por la noche o por la manana puede tener un efecto
diferente en el sistema circadiano, los relojes periféricos de diferentes 6rganos
y tejidos y, en consecuencia, sobre el peso corporal y los rasgos metabdlicos.
Se ha demostrado que comer en el momento "incorrecto" es un factor
determinante para la pérdida de sincronia entre el sistema circadiano y los

diferentes procesos metabdlicos que afectan la energia y el metabolismo del

tejido adiposo y el riesgo de obesidad (143-146).

6. MENOPAUSIA

La menopausia es una época importante en la vida de la mujer que se
caracteriza por el cese definitivo de la actividad folicular ovarica y en
consecuencia por la desaparicion de la menstruacion (amenorrea), y pérdida de

la capacidad reproductiva. Se considera la edad media de comienzo de la

menopausia los 51 afos (147).

El aumento de la esperanza de vida de la mujer junto a los avances
terapéuticos actuales, nos colocan ante un nuevo marco epidemioldgico, ya

que las mujeres van a pasar una parte sustancial de su vida en un estado post-

menopausico (148).

Desde el punto de vista hormonal se evidencia un cambio importante,
especialmente en lo que respecta a las hormonas sexuales las cuales se

alteran drasticamente. Un ejemplo es un estudio desarrollado por Toth et al.

149) en 2020 en el que se mostré una abrupta caida en los estrégenos.

Ahora bien, uno de los factores mas importantes que puede influir en el
deterioro de la salud de las mujeres es que a medida que alcanzan la mediana
edad y entran en la transicion menopausica se produce una alteracion en la

distribucidon de grasa corporal que transforma una distribucion gluteo-femoral

(ginoide) en una distribucién visceral (androide) (Figura 4) (150).
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Mujer Androide
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Figura 4. Diferentes tipos de obesidad segun la distribucién de la grasa corporal. Link:
https://www.facebook.com/1269939939742203/photos/pcb.1270561389680058/12705
59533013577/?type=3&theater.

Gracias a otra investigacion de Toth et al. {151) sabemos que las

mujeres en la menopausia temprana tienen un 49% mas de grasa intra-
abdominal en comparacion con las mujeres premenopausicas. Se ha
demostrado también un aumento en la incidencia de enfermedades
metabdlicas y sus comorbilidades en la mujer postmenopausica, €poca en la

fisiologia de la mujer en que los cambios en las hormonas sexuales juegan un

papel importante en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (152

153).

No debemos olvidar que la menopausia es una consecuencia normal de

la edad en la mujer. Se trata de un proceso en el que se suceden cambios

hormonales y fisiolégicos (154 [155) que frecuentemente provocan un

desconcierto importante en la mujer. En ocasiones resulta dificil distinguir
cuales de estos cambios son consecuencia de la menopausia y cuales son

debidos al proceso de envejecimiento.

El envejecimiento es una situacion fisiolégica que esta asociada ademas
con acumulacién de grasa corporal, disminucion de actividad fisica y

disminucion del gasto de energia. En definitiva, y tal y como puso de manifiesto

un trabajo de Kennedy RL et al. (156) en el afo 2004, el envejecimiento

predispone a la acumulacién de grasa y a la redistribucion de la misma.
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La composicion corporal también varia durante la menopausia y se
produce una disminucion significativa de tejido magro y un aumento de tejido

adiposo, esto junto con el menor grado de actividad fisica, hace que con el

envejecimiento se presente una relativa tendencia a aumentar de peso (157).

Conviene considerar que una acumulacién de grasa abdominal se
asocia con anomalias metabdlicas, incluida la resistencia a la insulina y la

dislipemia, que puede predisponer a la mujer a un mayor riesgo cardiovascular

158) y a un aumento del riesgo de sufrir sindrome metabdlico.

6.1 Menopausia y cronobiologia

Investigaciones realizadas en el ambito de la cronobiologia han demostrado
que con el paso de los afos el sistema circadiano humano manifiesta una

pérdida de precision temporal que contribuye a un conjunto de patologias

relacionadas con la edad (159 [160). Las personas de edad avanzada

presentan déficits pronunciados en la amplitud de los ritmos circadianos, en el
horario de expresibn de los genes reloj, y en el ajuste del nucleo
supraquiasmatico a la hora local. Este deterioro en el sistema circadiano se

manifiesta en alteraciones del ciclo suefo-vigilia y por tanto en fallos en la

fisiologia de todo el sistema (161).

Una investigacion desarrollada por nuestro grupo mostrd los cambios

que se producen durante la menopausia en la expresion de los genes del tejido

adiposo y mas especificamente en la expresion de los genes reloj (162).

Concluyendo que las mujeres postmenopausicas presentan una pérdida de
coordinacién circadiana, proceso que ocurria en paralelo a la mencionada

redistribucién del tejido adiposo y a un mayor riesgo de desarrollar sindrome

metabdlico (162).

Por otra parte Rangel-Zuniga et al. en el afio 2017 (163), llevaron a cabo

una investigacion con el fin de determinar si los cambios fisiologicos
observados en la menopausia eran consecuencia de la menopausia en si o del
envejecimiento. Los resultados obtenidos sugirieron que el estrés oxidativo

inducido por la menopausia era paralelo a una disrupcion en el reloj circadiano
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en mujeres, y que algunas de las diferencias en el estrés oxidativo observadas
entre las mujeres pre- y postmenopausicas eran consecuencia del

envejecimiento e independientes de la menopausia.

Por otra parte, la acumulacién de grasa abdominal se ha relacionado

también con la cronodisrupcién (164). Debido al singular papel de los diferentes

depdsitos de grasa (subcutanea y visceral) en las alteraciones de la obesidad,

el metabolismo especifico de ambos tipos de grasa corporal podria estar

impulsado por diferentes ritmos cronobiolégicos (165). Se ha visto que las

mujeres que tienen obesidad visceral presentan sutiles perturbaciones en los
ritmos de cortisol, presentan concretamente una disminucioén considerable en la
variabilidad diaria en los valores de esta hormona. Esto sugiere una respuesta

alterada del eje suprarrenal hipotalamico-hipofisario que puede conducir a un

patron corporal androide (166).

Con el fin de estudiar si las mujeres postmenopausicas presentaban
diferencias en las variables circadianas y en la calidad del sueno, y su relacién
con la distribucion de la grasa corporal, nuestro grupo de investigacion llevé a
cabo un estudio con 177 mujeres (127 premenopausicas y 50
postmenopausicas), demostrando que las mujeres postmenopausicas tenian
una menor robustez circadiana y una peor calidad del sueiio comparadas con

las mujeres premenopausicas. Las mujeres postmenopausicas eran ademas

mas matutinas (167).

De estos estudios se deduce que durante la menopausia podrian ser
utiles estrategias que se centraran en la regulacion del sistema circadiano
como enfoque terapéutico para prevenir o mejorar las alteraciones metabdlicas
162).

7. MICROBIOTA

En los ultimos afios han aumentado vertiginosamente las investigaciones sobre
microbiota intestinal. Como consecuencia de ello sabemos que la flora

bacteriana del tracto digestivo es diversa, abundante y afecta a la salud, y que

la dieta juega un papel importante en su desarrollo y mantenimiento (168{(169).

37



INTRODUCCION

Estudios recientes en animales y humanos, como el desarrollado en

mujeres por Collado MC et al. {(170) en 2008, indican que la composicién y

funcion de la microbiota intestinal puede estar involucrada en la obesidad, la

pérdida de peso y las alteraciones metabdlicas. Incluso un estudio realizado en

individuos obesos por Damms-Machado A et al. (171) en el aino 2015 ha

demostrado que la pérdida de peso mejora el perfil de la microbiota del
individuo obeso hacia un perfil mas propio de un fenotipo bajo en grasa. Por

otra parte, la composicion y diversidad de la microbiota salival también se ha

relacionado con la obesidad y las alteraciones metabdlicas asociadas (172

173).

Las especies bacterianas que conforman la microbiota intestinal se

asocian con la produccién de acidos grasos de cadena corta que mejoran la

mucosa en el colon y la funcién barrera intestinal (174}|175).

Un estudio de Strat KM et al. (176) ha explicado los efectos del

chocolate, en concreto del chocolate negro, sobre el metabolismo, como
consecuencia de su alto contenido polifendlico, por sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y también a través de cambios en la microbiota.
Los polifenoles modulan la microbiota intestinal y se comportan como
prebidticos. Un prebidtico es un ingrediente alimenticio no digerible que afecta

beneficiosamente al huésped estimulando el crecimiento y la actividad de un

numero limitado de bacterias en el colén (177).

La investigacién desarrollada por Tzounis et al. (178) mostré que la

incubacion del polifenol catequina en muestras fecales de individuos sanos
aumentaba significativamente el crecimiento del grupo Clostridium coccoides,
Eubacterium rectal, Bifidobacterium spp., y Escherichia coli, a la vez que tenia

un efecto inhibidor significativo en el crecimiento del grupo Clostridium

histolyticum (178).

Durante afios no se tenian conocimientos sobre el impacto de los
cambios que produce el momento de la ingesta de alimentos sobre la

microbiota del tracto digestivo. Estudios en roedores sobre patrones de

alimentacion {179), y en humanos sobre la distribucién diaria de la ingesta de

energia y la abundancia de especies microbianas intestinales (180), han
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proporcionado pruebas convincentes para apoyar la hipétesis de que varios
aspectos relacionados con el momento de comer pueden afectar a la
microbiota, y podria ser uno de los mecanismos que expliquen la disfuncion

metabdlica inducida por la alimentacion tardia.

Recientemente, en un estudio realizado por nuestro grupo de
investigacion hemos demostrado que el momento de la ingesta puede cambiar

los ritmos diarios de diversidad y abundancia de la microbiota, con patrones

opuestos entre comer temprano o tarde (181). Se realizé un estudio aleatorio y

cruzado en 10 mujeres normopeso, jévenes y sanas para evaluar el efecto del
horario de la ingesta de alimentos sobre la microbiota humana en las muestras
de saliva y heces. Resultado de este estudio fue que comer tarde la comida
principal invertia el ritmo diario de la diversidad de la microbiota salival hacia un
patrén opuesto a comer pronto y en una direccion similar a la observada en la
obesidad, en la inflamacion y en la resistencia a la insulina, lo cual puede tener
un efecto nocivo sobre el metabolismo del individuo. Este trabajo proporciona
razones cientificas para el estudio de los ritmos de 24h de la microbiota como

un biomarcador de riesgo metabdlico y también como diana terapéutica para la

obesidad y el sindrome metabdlico (181).
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1. Estado actual e hipétesis de partida

Clasicamente se le han atribuido al cacao y sus derivados efectos beneficiosos
para la salud, concretamente al chocolate puro. Por otra parte es conocido el
temor que genera este alimento por su posible efecto sobre el peso corporal y
el aumento de la glucemia, ya que presenta un elevado contenido en grasa y

azucar y una gran densidad caldrica.

En la actualidad, y fruto de los resultados obtenidos de numerosos
trabajos de investigacion, existen resultados contradictorios en relacion al
efecto del chocolate sobre el peso corporal, la circunferencia de cintura y sobre

otras variables antropométricas y metabdlicas.

Ademas, la mayoria de los estudios se han realizado con chocolate

negro, mientras que el chocolate con leche es el de maximo consumo.

Por todo ello, al plantear esta tesis doctoral, queremos dar respuesta a
una serie de interrogantes en relacién a los efectos de la ingesta de chocolate
con leche sobre diferentes marcadores de salud del individuo, incluyendo
marcadores de salud cronobioldgica, y si estos efectos cambian en funcién del

momento de la ingesta de chocolate.

Nos interesa principalmente determinar estos efectos en mujeres
postmenopdausicas, ya que se trata de una edad critica en la mujer para la

obesidad y para el riesgo metabdlico.

Esperamos encontrar cambios en la ritmicidad circadiana de variables
como la temperatura corporal y actimetria, ambos marcadores de salud
circadiana, ya que nuestros estudios previos han mostrado que estas variables

estan influenciadas por el momento de la ingesta.

Ademas, nuestro equipo de investigacion ha demostrado cambios en los
ritmos diarios de la microbiota intestinal con la hora de la comida, por lo que
también estamos interesados en estudiar la microbiota intestinal de las mujeres

objeto de estudio.

La hipotesis es que el chocolate por la manana o por la tarde/noche

puede afectar al equilibrio energético y también al peso corporal o a la
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distribucion de grasa corporal en mujeres postmenopausicas mediante cambios
en la ingesta de energia, en la oxidacion del sustrato, en variables circadianas
relacionadas con el suefio, asi como en la composicién de la microbiota

intestinal y su actividad metabdlica.

2. Objetivos especificos

Objetivo 1: Demostrar si la hora a la que se toma el chocolate influye sobre el
peso corporal, sobre la composicion corporal y sobre otros parametros
antropométricos como es la circunferencia de cintura, en mujeres que han

pasado la menopausia (postmenopausicas).

Objetivo 2: Estudiar los posibles mecanismos implicados en los cambios de
peso corporal o distribucion de grasa corporal tras la ingesta de chocolate en
los diferentes momentos (mafana y noche). Se estudiaran aquellos

mecanismos relacionados con:

2.1La ingesta energética.
2.2El gasto energético.

2.3El suefio y variables circadianas.

Objetivo 3: Analizar los posibles efectos metabdlicos del chocolate sobre la

oxidacion de sustratos y su diferencia en funcién de la hora de ingesta.

Objetivo 4: Evaluar los posibles efectos del chocolate sobre la glucemia tras la

ingesta de chocolate en las condiciones de mafana y noche.

Objetivo 5: Estudiar los efectos del chocolate y su hora de consumo sobre la

microbiota intestinal (composicién y funcion).
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1. POBLACION OBJETO DE ESTUDIO

Para llevar a cabo los objetivos de este trabajo se seleccionaron diecinueve
mujeres postmenopausicas con una edad de 52 * 4 afnos y con un peso inicial
de 65,5 + 10,5 kg, un indice de masa corporal (IMC) de 25,0 + 3,7 kg/m?, y un
porcentaje de grasa corporal de 32,7 + 5,9%, procedentes de una zona
Mediterranea en Espafa (Murcia), las cuales estaban siguiendo sus habitos
dietéticos habituales (ad libitum) (Trial Registration: Chocolate and Menopause
Time (ONTIME-CHOC) estudio (ClinicalTrials.gov: #NCT03949803)).

El estudio se realizé con mujeres postmenopausicas, con el fin de evitar
variaciones en los resultados debidas a los cambios hormonales tipicos del

ciclo menstrual y por ser una etapa de riesgo metabdlico en la mujer.

Hemos considerado como mujeres postmenopausicas, aquellas con
amenorrea durante al menos 12 meses, que tuvieran los valores plasmaticos
de B-estradiol inferiores a 150 pmol/l y de FSH (Hormona foliculo estimulante)
superiores a 15 Ul/l. Se excluyeron del estudio aquellas mujeres que
presentaban menstruaciones normales o que, en cualquier caso, hubieran

tenido como minimo 1 ciclo menstrual durante el afio anterior.
Los criterios de inclusion en el presente trabajo fueron:
- Edad: mayor de 45 afios y menor de 65.

- Con menopausia: todas presentaron ausencia de menstruacion

durante el ultimo ano.
- Que les guste el chocolate con leche.
Los criterios de exclusion fueron:

- Presencia de enfermedad del sistema endocrino, renal, hepatico, o

enfermedades psiquiatricas.
- Consumo de medicamentos u otros tratamientos farmacolégicos.

Las caracteristicas generales de las voluntarias se definen en la Tabla 9.
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Tabla 9. Caracteristicas generales de la poblacion al inicio del tratamiento.

Media DS
General variables antropométricas
Edad (anos) 52 4
Peso (kg) 65,5 10,5
Altura (m) 1,62 0,05
IMC (kg/m?) 25 3,7
Cintura (cm) 94,9 9,9
Cadera (cm) 104,3 8,1
ICC 0,9 0,06
Grasa corporal (%) 32,7 5,9
indice de masa visceral 7.1 2,4
Valores analiticos en ayunas
Glucosa (mg/dl) 91,9 10,1
Insulina (Ul/ml) 55 2,2
Triglicéridos (mg/dl) 90,2 37,2
Colesterol Total (mg/dl) 226,5 40,7
HDL-colesterol (mg/dl) 87,9 15,9
LDL-colesterol (mg/dl) 120,5 30,2
VLDL-colesterol (mg/dl) 18 7,4
Ingesta
Energia total ingerida (kcal/dia) 1686,3 387,1
Carbohidratos (% energia total) 38,1 6,5
Lipidos (% energia total) 45,1 6,7
Proteinas (% energia total) 15,7 1,7
Carbohidratos (g/dia) 161,8 43,6
Lipidos (g/dia) 84,9 25,3
Proteinas (g/dia) 65,9 14,7
Puntuacion de Dieta Mediterranea 3,7 1,2

IMC: indice de Masa Corporal; ICC: indice Cintura Cadera; HDL: Lipoproteina
de alta densidad; LDL: Lipoproteina de baja densidad; VLDL: Lipoproteina de
muy baja densidad.

Ademas, todas las participantes fueron informadas de los métodos y
objetivos del proyecto, y dieron su consentimiento informado tanto para la
participacion en el mismo, como para la utilizacion de los resultados obtenidos,
de acuerdo con los principios recogidos en la Declaracién de Helsinki, y
siguiendo las normas del Comité Etico de la Universidad de Murcia (UMU). Asi
mismo, se garantizé la total confidencialidad de todos los datos e informaciones

relativas a las participantes, tal y como se observa en la Ley Organica para la
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Regulacion del Tratamiento Automatizado de Datos de Caracter Personal (Ley
Organica 5/1992).

1.1 Reclutamiento y adhesién al experimento

El proceso de reclutamiento de las participantes se realiz6 a través de las redes
sociales. Tras un primer contacto con ellas por la red social “Facebook”

comenzo6 una relacion telefénica con el fin de fidelizarlas.

Inicialmente fueron 30 las mujeres que se ofrecieron voluntarias para
participar en este trabajo. De las 30 voluntarias se excluyeron 6 por diversos

motivos:

- Una mujer fue excluida porque su IMC estaba fuera de rango.

- Una mujer fue excluida por causas relacionadas con su historial
meédico.

- Una mujer fue excluida debido a dificultades para poder desplazarse.

- Tras explicarles el disefio del estudio, 3 mujeres declinaron la

invitacion a participar.

Finalmente, del total de 30 mujeres fueron 24 las que dieron su

consentimiento para participar.

De esta muestra inicial de 24 participantes, 5 mujeres no completaron la

intervencion. Varias razones estuvieron involucradas:

Una mujer estaba fuera del rango de edad.

- Una participante abandondé por causas relativas a una enfermedad
padecida con anterioridad (cancer) por la que aun estaba en
tratamiento con determinados medicamentos incompatibles con el

experimento.

- Durante la primera fase de la intervencion los valores de glucosa de
una voluntaria aumentaron considerablemente cuando tomod

chocolate, motivo por el cual abandon6 el experimento.

- Dos participantes no terminaron el ensayo debido a

incompatibilidades con el trabajo/ requisitos de vida.
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de 24 que lo comenzaron (Véase Figura 5).

MATERIAL Y METODOS

Asi pues, fueron 19 las mujeres que terminaron el experimento del total

14 dias

7 dias
14 dias
7 dias
14 dias

Primera valoracién de idoneidad con el
experimento “online” y por teléfono

(n=30)

Excluidos (n=6)

Valoracién de idoneidad final con el
experimento (n=24)

IMC fuera de rango (n=1)
Excluidos por antecedentes
médicos (n=1)

Problemas de desplazamiento

(n=1)
Reusaron participar (n=3)

Excluidos (n=5)

Aleatorizado (n=19)

» Edad fuera de rango (n=1)

+  Enfermedades padecidas
(n=1)

* Intolerancia a la glucosa
(n=1)

*  Incompatibilidad con el

Cruzado trabajo/estilo de vida (n=2)
n=3 n=3 n=5 n=2 n=3 n=3
~ = Chocolate Chocolate
Chocolate Mafiana Chocolate Mafiana Tarde/Noche Tarde/Noche Chocolate Control Chocolate Control
Lavado Lavado Lavado Lavado Lavado Lavado
Chocolate . . Chocolate
Tarde/Noche Chocolate Control Chocolate Mafiana Chocolate Control Chocolate Mafiana Tarde/Noche
Lavado Lavado Lavado Lavado Lavado Lavado
Chocolate ~ Chocolate ~
Chocolate Control Tarde/Noche Chocolate Control Chocolate Mafiana Tarde/Noche Chocolate Mafiana

Intervencion completada (n=19)

Figura 5. Representa las tasas de participacién y el organigrama del experimento.

2. DISENO DEL EXPERIMENTO

El estudio se realizé siguiendo un protocolo de diseno aleatorio y cruzado. El

interés de este tipo de estudio radica en que nos permite analizar la repuesta

metabdlica en la misma persona durante las dos condiciones: mafana y noche,
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y comparar con el control. Asi pues, si existe algun cambio significativo entre
estas dos condiciones podremos concluir que es consecuencia de la hora de la
ingesta de chocolate. La aleatorizacion fue realizada por el personal de la UMU
con tamano de bloque 3 en un disefio equilibrado por un software ejecutado por

ordenador (http://www.ramdomization.com).

Durante cuatro semanas las participantes tomaron 100 gramos de
chocolate Nestlé extrafino®. Elegimos esta cantidad basandonos en estudios

previos realizados en humanos en los que usaron 100 gramos de chocolate/dia

32) y con el objetivo de conseguir que las voluntarias tomasen el 30% de la

energia de su dieta habitual en forma de chocolate con leche. Un estudio previo

realizado en animales (104) mostré que una dosis de chocolate que equivalia al

30% de la ingesta de calorias totales era capaz de actuar sobre el sistema

circadiano y producir modificaciones.

Durante el desarrollo del experimento las voluntarias cumplieron un total

de tres condiciones que consistian en:

1. Tomar el chocolate por la manana, durante la primera hora al

levantarse en un periodo de dos semanas consecutivas (MC).

2. Tomar el chocolate por la noche, durante la hora antes de

acostarse en un periodo de dos semanas consecutivas (EC).

3. Seguir sus habitos sin chocolate comiendo ad libitum durante dos

semanas consecutivas (N).

Ademas, hubo una semana de ‘“limpieza” entre cada condicion del

experimento, en la que seguian su dieta habitual sin chocolate (Figura 5).

Al comienzo del experimento hubo una semana basal de adaptacion sin

chocolate a la que llamamos “baseline”.

La duracién del estudio completo para cada participante fue de 9

semanas.

En las semanas de intervencion con chocolate (mafiana o noche), a las
voluntarias se les permitié tomar chocolate solo durante un intervalo de tiempo

de 1 hora. Sin embargo podian tomar otros tipos de dulce sin chocolate en
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cualquier momento del dia. Durante las semanas de control y lavado, las
voluntarias no tenian permitido tomar chocolate, pero podian tomar cualquier

tipo de dulce sin chocolate.

La composicién del chocolate con leche consumido fue 18,1 g de cacao,
31 g de grasa, 58,4 g de carbohidratos (de los cuales 57,5 g son de azucar),
6,3 g de proteinas y 1,8 g de fibra por cada 100 g de chocolate. El chocolate
(100g) también presentaba 215 mg de teobromina, 2,06 mg de cafeina, y

854,34 mg de polifenoles totales (principalmente epicatequina y catequina).

3. MEDIDAS GENERALES

Las voluntarias se sometieron a las siguientes pruebas y mediciones.

3.1 Antropometria

Todas las mediciones fueron realizadas en el mismo momento del dia en todas

las condiciones (primera hora de la mafiana).

El peso corporal fue determinado al comienzo (primer dia), en la mitad
(octavo dia) y al final (ultimo dia) de cada condicién, las voluntarias estaban
descalzas y llevaban ropa ligera. Para pesar a las participantes se usé una

balanza digital con un intervalo de error de 100 gramos.

La altura se midié el primer dia del estudio con un estadidmetro tipo
Harpender (rango 0,70-2,05 m) (Holtain Ltd, Bryberian, Crymmich,
Pembrokenshire, UK). Cada participante estaba descalza y erguida, con la
cabeza alineada segun el plano de Frankfurt (siguiendo la linea tragocomisural)

y en las mismas condiciones ambientales que la pesada.

A partir del peso y la talla de las participantes se determiné su indice de

Masa Corporal (IMC) segun la formula:

IMC = Peso (kg)/Altura® (m)
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3.2 Determinacion del porcentaje de grasa corporal

El ultimo dia de cada condicion se determind la grasa corporal total (en kg y %)
mediante impedancia bioeléctrica. El equipo empleado para ello fue TANITA
MC 180 MA (Tanita Corporation of America, Arlington Heights, IL, USA).

El TANITA analiza la bioimpedancia mediante el contacto de los pies y
las manos con unos electrodos. La técnica de analisis por bioimpedancia se

basa en el hecho de que los tejidos magros tienen un alto contenido en agua y

electrolitos, y por tanto, funcionan muy bien como conductores eléctricos (182).

En cambio, la materia grasa tiene un bajo contenido de agua corporal, y por lo
tanto, no funciona como conductor de sefiales eléctricas. De esta manera es
posible medir la resistencia al flujo de la corriente eléctrica induciendo una
sefal eléctrica de baja energia y de alta frecuencia (50 kHz, 500

microamperios). Esta corriente pasa a través de los electrodos.

La medida de la resistencia se relaciona directamente con el volumen
del conductor, lo que se emplea para determinar el total de agua corporal,
materia magra y por diferencia la materia grasa del organismo. El porcentaje de
grasa corporal se calcula mediante una ecuacion que combina medidas de

impedancia y peso con informaciéon de estatura, sexo y edad.

La medicion se realizd con las voluntarias descalzas y cumpliendo las

siguientes condiciones para asegurar una mejor fiabilidad de los datos (183),

- No haber ingerido alcohol 48 horas antes de la prueba

- No haber realizado ejercicio fisico intenso 12 horas antes de la prueba
- No haber comido ni bebido 4 horas antes de la prueba

- Haber orinado 30 minutos antes de la prueba

- No haber ingerido diuréticos 7 dias antes de la prueba

Ademas del porcentaje de grasa corporal, la bioimpedancia da
informacion de otros parametros de composicion corporal, como el contenido
total de agua, el peso de la masa grasa y el peso corporal libre de grasa, entre

otros.
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La distribucion de la grasa corporal se determind al mismo tiempo que el

porcentaje de grasa corporal mediante el calculo de los siguientes perimetros:

e Circunferencia de cintura: medicién realizada entre el margen
inferior de las costillas y la cresta iliaca.
e Circunferencia de cadera: medicion realizada en la circunferencia

mas amplia sobre el trocante mayor.

Todas las medidas se realizaron con una cinta meétrica flexible e

inextensible. A partir de estas medidas se calculo:
indice Cintura Cadera (ICC)= Circunferencia cintura/Circunferencia cadera

Segun el perimetro de la cintura se puede dividir a la poblacion en
obesidad androide o visceral (circunferencia de cintura > 94 cm en hombres y
80 cm en mujeres), u obesidad ginoide o gluteo-femoral (ICC < 94 cm en

hombres y < 80 cm en mujeres).

3.3 Ingesta dietética (cantidad y horario)

Para la determinacién de la ingesta dietética se emplearon diferentes

herramientas subjetivas y objetivas.

- Mediciones subjetivas: La ingesta alimentaria se registré de forma
continua durante los 14 dias de duracién de cada condicién. Cada una de las
participantes llevd a cabo un auto-registro dietético de todo lo que comia
durante los 14 dias. Las voluntarias registraron las cantidades y el horario de

cada comida.

- Determinaciones objetivas: Resultaron muy utiles las fotografias con
sello de tiempo que cada participante capturé en cada momento de la ingesta

con una aplicacion de teléfono mévil (Dieta Garaulet online APP).

La ingesta total de energia, la composicibn de macronutrientes y el
contenido de cafeina y polifenoles durante los 14 dias de cada condicion fueron
analizados con el programa de evaluacidon nutricional Nutrilet considerando y
excluyendo la ingesta de chocolate (Tabla 10). Este programa permite a través

de la informacion de alimentos introducida por las participantes, determinar la
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cantidad de energia y la composicion en macro- y micronutrientes, también nos

permite calcular el Score de Dieta Mediterranea, el indice glucémico y la

variedad de la dieta (https://nutrilet.garaulet.com).

La ingesta de varios grupos de alimentos y los “scores” dietéticos fueron
estimados a partir del registro dietético de 14 dias de cada condicion,

incluyendo el “score” de Dieta Mediterranea que ha sido previamente descrito

184(|185) y se compone de 8 grupos de alimentos: 1) verduras; 2) legumbres

(lentejas, garbanzos, habichuelas y guisantes); 3) frutas y frutos secos; 4)
productos lacteos (leche, yogur, y queso); 5) cereales; 6) carnes, embutidos y

huevos; 7) pescado y 8) vino.
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Tabla 10: Caracteristicas dietéticas y contenido en polifenoles y cafeina en cada condicion del estudio, considerando y

excluyendo la ingesta de chocolate.

Grupos de alimentos y contenido en
polifenoles

Dieta Mediterranea (grupos de alimentos)
Puntuacion de Dieta Mediterranea
Legumbres (g/dia)

Frutos secos (g/dia)

Verduras y hortalizas (g/dia)

Productos lacteos (g/dia)

Cereales y patatas (g/dia)

Carne y huevos (g/dia)

Pescado (g/dia)

Frutas (g/dia)

Vino (g/dia)

Café y té (g/dia)

Chocolate (g/dia)

Contenido en cafeina y polifenoles totales
Dieta ad libitum incluyendo chocolate
Cafeina (mg/dia)

Contenido total en polifenoles (mg/dia)
Dieta ad libitum sin chocolate

Cafeina (mg/dia)

Contenido total en polifenoles (mg/dia)
(EEM: Error estandar de la media)

Control

Media
3,67
10,1

11,63

220,55

239,1

145,94

116,87
60,4

213,71

25,12
32,5

0

97,77

2037,53

97,77
2037,53

EEM
0,3
9,62
13,76
69,74
120,12
74,08
31,25
27,9
121,67
35,12
18,26
0

12,85

809,57

12,85
809,57

Manana
Media EEM
3,89 0,29
19,54 31,21
6,34 6,33
213,13 81,12
238,16 114,21
132,37 63,92
112,39 31,54
67,07 26,64
179,76 143,99
22,01 35,1
34,84 23,4
100 0
104,55 16,3
2.842 1160,7
102,49 16,3
1987,68 @ 1160,69

Condicién del experimento

Tarde/Noche
Media EEM
3,78 0,348
14,54 11,92
11,5 22,3
225,15 81,24
218,39 100,09
137,03 65,58
119,85 38,9
52,55 23,67
195,19 119,67
30,24 55,97
35,6 38,61
100 0
82 13,43
2885,2 896,73
80,33 13,43
2030,86 | 896,73

Valor P
0,673
0,376
0,512
0,896
0,822
0,832
0,805
0,257
0,733
0,847
0,942

<0,001

0,029
0,017

0,024
0,986
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3.4 Hambre y apetito por dulce

Este cuestionario, también conocido como Test de Escala Analdgica Visual
(VAS, Visual Analogic Scale), sirve para abordar diversas facetas del hambre,
saciedad y apetito, mediante un conjunto de preguntas estandares (se puede
consultar en Anexos). Las voluntarias llevaron a cabo este test en varios
momentos del dia, y siempre antes y después de cada comida. Los test se

completaron los ultimos 3 dias de cada condicién.

El contenido de los test pretende medir a lo largo del dia cuanto

disfrutarian las participantes comiendo:
e Dulce
e Salado
e Carbohidratos
e Frutas
o \egetales
e Carne
e Lacteos
El test mide ademas cual es la sensacion de:
e Hambre
e Sed
e Tener el estbmago lleno
e Deseo de comer
e Cantidad que podrian comer
e Nauseas

En total realizaron 8 cuestionarios de hambre y apetito durante la condicion

de control y manana, y 10 cuestionarios durante la condicion de noche ya que
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en esta condicion lo repitieron ademas antes y después de la ingesta de

chocolate.

En definitiva completaron un total de 24 pruebas durante la condicion de

Control y Manana, y 30 pruebas durante la condiciéon de Noche.

Las puntuaciones del test se evaluaron mediante escalas analdgicas

visuales de 10 cm.

| X

|
|
1 10

Figura 6: Modelo de escala en la que las voluntarias marcaron sus sensaciones.

Se pidié que las preguntas cubrieran temporalmente desde el momento
en que las voluntarias se levantaban hasta el momento en que se acostaban,

en el siguiente orden:
1) Justo a la hora de levantarse por la manana

2) Justo antes de desayunar (o tomar el chocolate por la mafana) con el

desayuno en la mesa

3) Con el desayuno recién terminado o recién terminado el chocolate si

se trataba de la condicion de manana

4) Antes de comer con la comida en la mesa

5) Recién terminada de comer

6) Antes de cenar con la cena en la mesa

7) Recién terminada de cenar

8) En la cama antes de dormir

9) Justo antes de tomar chocolate en la condicion de Noche (EC)

10) Justo después de tomar el chocolate (EC)
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3.5 Calidad y duracion del sueno, y frecuencia de la siesta

Para la determinacion de todas las variables relacionadas con el sueno, se

llevaron a cabo medidas subjetivas y objetivas.

- Medidas subjetivas: Estos parametros fueron registrados mediante
cuestionarios en los que las voluntarias apuntaron a qué hora se acostaban y a
qué hora se levantaban, con el fin de poder correlacionarlo posteriormente con
las medidas de temperatura corporal. Registraron la hora de irse a la cama y

los tiempos de suefio de forma subjetiva durante los 14 dias de cada condicion.

- Determinaciones objetivas: Se llevaron a cabo mediante la medicion de
la temperatura de la muneca durante los ultimos 7 dias de cada condicién y la
actimetria usando un reloj de pulsera. De este modo fue obtenida informacion
sobre las caracteristicas del suefio (horario, duracibn y numero de
despertares), y la frecuencia y duracién de la siesta. La duracion habitual del
suefo (para el suefo nocturno y para la siesta) se calculd utilizando las

diferencias entre el tiempo de descanso y los despertares.

3.6 Temperatura periférica y actimetria

La temperatura corporal periférica presenta un ritmo circadiano determinado
por la accion combinada de produccion y pérdida de calor. La variacién de
temperatura durante las 24h del dia, se utiliza como marcador practico para
evaluar ritmos circadianos y para identificar estudios de cronodisrupcion

asociada con obesidad y sindrome metabdlico.

Este ritmo se caracteriza por un aumento de temperatura mientras se
duerme, generalmente por la noche en las mujeres estudiadas, que es
consecuencia de una mayor pérdida de calor y vasodilatacién en regiones

periféricas (lejanas del reloj central).

Durante los ultimos 7 dias de cada condicion, tanto durante la condicion
de control o sin chocolate (N, Non chocolate); la condicién de tomar chocolate
por la tarde/noche (EC, Evening Chocolate), y la condiciéon de tomar chocolate
por la manana; Morning Chocolate, MC), las voluntarias usaron en la mano no

dominante un reloj de pulsera debidamente adaptado para estas
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determinaciones. Este reloj de muneca tenia integrado dos tipos diferentes de

Sensores:

1) Sensor de temperatura para determinar los ritmos de temperatura de
la mufeca (Thermochron iButton, DS1921H, Dallas, Maxim, Dallas, TX)
programado para recopilar informacion cada 10 minutos. La informacién
almacenada en el iButton se transfirié a través de un adaptador (DS1402D-

DRS8, Dallas, Maxim) a un ordenador.

2) Sensor acelerometro (G Acceleration Data Logger UA-004-64; Onset
Computer, Bourne, MA, 169 USA) el cual mide la actividad fisica y los ritmos de
posicion corporal, y esta programado para registrar datos cada 30 segundos.
La informacion almacenada en el actimetro se transfiri6 a través de un
adaptador o6ptico USB (MAN-BASE-U-4, HOBO, Onset Computer) a un
ordenador utilizando el software proporcionado por el fabricante (HOBOware v.
2,2). A partir de la informacién proporcionada por el actimetro se definieron dos
variables: actividad motora (A) y posicion corporal (P). En primer lugar, la
actividad se calculé como grados de cambio en la posicion de los ejes X, Yy Z

con respecto al tiempo de muestreo anterior, como se describe por Ortiz-

Tudela et al. (131). En segundo lugar, la posicion se calculd como el angulo

entre el eje X del actimetro y el plano horizontal, siendo el valor 0° cuando el

brazo estaba en posicion horizontal y 90° cuando estaba vertical.

Con el fin de disminuir el enmascaramiento que produce la temperatura
ambiental, el estudio se realizd entre octubre y abril, evitando las temperaturas

ambientales extremas tipicas del sur de Espafia en verano.

3.7 Variable integradora TAP (Temperatura, Actividad y Posicién) y sueio

Las medidas de la temperatura periférica, actividad motora y posicion del
cuerpo fueron finalmente integradas en una variable llamada TAP validada por
Ortiz-Tudela et al. (131).

Para calcular la variable integradora TAP, primero se normalizaron las
variables de temperatura, actividad y posicidén calculando los percentiles 95y 5
para cada variable. Los valores de temperatura periférica se invirtieron ya que
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los valores de actividad y posicion eran opuestos, de modo que los valores
maximos para las tres variables concurrieron a la misma hora del dia. Después
se calcul6 la media de las 3 variables normalizadas, donde O correspondia al
reposo y suefo, y 1 a actividad en movimiento. Mas tarde se calculé un umbral
individualizado a partir de la distribucion de frecuencias del TAP, para el
analisis individualizado de los patrones de suefio. Se calific6 como suefio

cuando TAP estaba por debajo de un umbral predeterminado, previamente

validado por polisomnografia (186). El tiempo en movimiento, fue definido como

el tiempo en que se detectd un movimiento en cualquiera de los tres ejes, y se

utilizé para discriminar entre los estados de suefio y vigilia.

Para caracterizar las variables de temperatura, actividad, posicion y
TAP, calculamos sus parametros usando métodos paramétricos y no

parameétricos:

a) Se aplicod el analisis de Cosinor para calcular: minimo; mesor, amplitud,

acrofase, porcentaje de ritmicidad y rayleigh (ver glosario).

b) Se realizaron analisis no paramétricos para calcular: estabilidad interdiaria,
variabilidad intradia y amplitud relativa. El indice de funcion circadiana (CFl) se
calculé como el promedio de estos tres parametros (ver glosario). M5 y su hora
(TM5) y M10 y su hora (TM10) también fueron calculados.

Todos los parametros ritmicos se obtuvieron utilizando un paquete
integrado para analisis de series temporales Kroniwizard
(https://kronowizard.um.es/kronowizard) (Laboratorio de  Cronobiologia,
Universidad de Murcia, Espana, 2015). Estos datos se procesaron para
eliminar mediciones erroneas, como las producidas por la eliminacién temporal

del sensor en el momento de la ducha.

3.7 Calorimetria indirecta

Para la realizacion de esta prueba, las participantes estuvieron en una sala de

calorimetria indirecta en un entorno clinico y permanecieron alli en posicidon
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sedentaria, en las siguientes condiciones controladas de temperatura 23°C y de

humedad relativa 52 + 2%.

La calorimetria indirecta (Oxicon Pro/Delta, VIASYS Healthcare,
Germany) se realizo con las participantes en estado de relajacion, sentadas en
un sillon reclinable y después de 30 minutos de reposo inicial, en ayunas y a la

misma hora de la mafana en todas las condiciones (N, EC, MC).

Se utilizé una campana de plastico (Oxycon Pro/Delta, VIASYS
Healthcare, Germany) para capturar el intercambio de gases. Se alent6 a las
mujeres a guardar silencio y respirar normalmente durante todo el tiempo que
conlleva la realizacion de la prueba (20 minutos), se midié el consumo de
oxigeno (O2) (mL/min) y la produccion de diéxido de carbono (CO3) (mL/min). A
partir de estas determinaciones, se calculd el cociente respiratorio (CR). Los
valores de gasto de energia (kcal min-1) se calcularon de acuerdo con la
ecuacion de Weir. La oxidacién de carbohidratos (CHO; g min-1) y de grasas
(F; g min-1) se calcularon a partir del CR y se determin6 también el porcentaje

de energia total.

3.8 Determinacion de cortisol y melatonina salival

La melatonina y el cortisol salival son de las variables de referencia mas
frecuentes para estimar los ritmos circadianos de los individuos, junto con la
temperatura, ya que ambas hormonas tienen un ritmo circadiano muy marcado
34).

El cortisol, es una hormona corticosteroide producida en la zona
fasciculada de la corteza suprarrenal, con valores decrecientes a lo largo del
dia, un periodo nocturno de quiescencia y un fuerte aumento en la segunda
mitad de la noche. El pico maximo de concentracidn se situa en el momento de

levantarse, y el pico minimo se alcanza aproximadamente dos horas después

de comenzar el suefio (187).

La melatonina se conoce como la <<hormona de la oscuridad>>, ya que
su sintesis es inhibida por la presencia de luz y estimulada por la ausencia de

ésta. Por ello, la melatonina alcanza su pico maximo en mitad de la noche,
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cayendo a continuacion durante la otra mitad de la noche. Ademas de estar

influenciada por la presencia de luz, su sintesis también depende del suefio y

de la privacién del mismo (188).

La saliva para las mediciones de cortisol y melatonina se recogi6 el dia
13 de cada condicion usando salivetes (Sarstedt, Barcelona, Espafa). En el
caso del cortisol las muestras fueron recolectadas antes del desayuno (9:00 h),
antes de la comida (14:00 h) y antes de la cena (21:00 h). Los salivetes se
envolvieron en papel de aluminio y se conservaron en la nevera a una
temperatura de alrededor de 4°C, hasta su entrega el dia siguiente. Dichos
salivetes se centrifugaron para la obtencion de la saliva, la cual se repartié en
alicuotas de 500 pjl en criotubos para su posterior congelacion vy
almacenamiento a -80°C hasta su analisis. Las concentraciones salivales de
cortisol se midieron mediante radioinmunoensayo (RIA) (IZASA, Barcelona,

Espafna).

En el caso de la melatonina las muestras se recogieron antes de la
comida (14:00 h) y de madrugada (01:30 h). Los salivetes se envolvieron
también en papel de aluminio y se conservaron en la nevera a una temperatura
de alrededor de 4°C hasta su entrega. Las muestras de saliva se centrifugaron
y se repartieron en alicuotas de 500 ul en criotubos para su posterior
congelacion y almacenamiento a -80°C hasta su analisis. Las concentraciones
de melatonina salival se midieron mediante radioinmunoensayo (RIA) (IBL,

Alemania).

3.9 Glucemia basal y postprandial

Las medidas de concentracion de glucosa en sangre en ayunas (glucosa basal)
se determinaron el ultimo dia de cada condicion con un Gluco-Men® LX Plus+
(Menarini diagnostosticos S.A. Barcelona, Espana) que utiliza tiras reactivas

para medir la glucosa.

Para la determinacion de los valores de glucosa postprandial se utilizé el
mismo dispositivo después de haber comido 100 g de chocolate. Se realizé una

curva de glucosa con medidas cada 30 minutos durante 2 horas.
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3.10 Microbiota

Las voluntarias recolectaron una muestra de heces al comienzo y al final de
cada condicion, (dia 1 y dia 13 respectivamente). Muestras que se conservaron

congeladas hasta el momento de su analisis.

Las muestras se recogieron por la mafana en todas las condiciones y

aproximadamente a la misma hora.

3.10.1 Analisis de la composicion de la microbiota

Este analisis se realizoé por secuenciacion de amplicén 16S rRNA. El ADN fecal
total se aislo utilizando el Kit de purificacion de ADN y ARN completo
MasterPure (Epicenter, Madison, WI) de acuerdo con las instrucciones
indicadas por el fabricante, con algunas modificaciones que incluyeron un paso
de batido y la incubacién de enzimas para aumentar la extraccion de ADN
189).

La concentracion total de ADN se midié usando un fluorémetro Qubit®
2.0 (Life Technology, Carlsbad, CA, EE. UU.) y se normaliz6 a 5 ng/pL para la
amplificacion del gen 16S rRNA (regién V3-V4) usando el kit Nextera XT Index.

Los amplicones se verificaron con un chip Bioanalyzer DNA 1000 vy las
bibliotecas se secuenciaron usando un ciclo de 2x300pb en pares (MiSeq

Reagent kit v3) en una plataforma MiSeq-lllumina (Valencia, Espaia).

Los controles durante la extraccion de ADN y la amplificacién por PCR
también se incluyeron y secuenciaron. Se realizé un método de seleccion OTU
de referencia abierta que utiliza el 97% de identidad con la base de datos
Greengenes 13_8 utilizando la tuberia QIIME (version 1.9.0). Singletons y OTU
con una frecuencia relativa inferior a 0,01 fueron eliminados. Se eliminaron
también las secuencias que no pudieron clasificarse a nivel de dominio, o
clasificadas como cianobacterias, cloroplastos y rizobiales. Se obtuvieron
abundancias relativas de bacterias especificas, asi como indices de diversidad

alfa (Chao1: riqueza y Shannon: diversidad).
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3.10.2 Analisis de acidos grasos de cadena corta (AGCC)

El protocolo utilizado para determinar los AGCC en muestras de heces fue

adaptado (190) con algunas modificaciones. Brevemente, las muestras de

heces se mezclaron con NaOH 1N en una proporcion de 1:1 (p/v) y se
liofilizaron durante 48h. Se homogeneizaron 100 mg de muestra liofilizada en
un voértice con una mezcla de acido férmico (20%), metanol y acido 2-
etilbutirico (patrén interno, 2 mg/ml en metanol) (1 / 4,5/ 1 vi/v), expuesto a
ultrasonidos durante 5 minutos y centrifugado a 16.110 g durante 15 minutos a
temperatura ambiente. El sobrenadante obtenido se filtré (13 mm, 0,22 PTFE,
VWR International, EE. UU.) Y se analizé por GC-FID.

El analisis cromatografico se llevd a cabo utilizando un sistema GC
Agilent 7890A equipado con un detector de ionizacién de llama (FID) y un

inyector automatico 7683B (Agilent Technologies, EE. UU).

Se uso6 una columna capilar de silice fundida Nukol TM (Supelco, EE.
UU) de 30 m x 0,25 mm de diametro interno, recubierta de 0,25 pm para
separar diferentes acidos grasos de cadena corta. Se suministré helio como
gas portador a una velocidad de flujo de 25 ml/min. La temperatura inicial del
horno fue de 80°C y se mantuvo constante durante 5 minutos y luego se elevo
a 185°C a una velocidad de 5°C/min. Se inyectaron muestras (2 yL) con una
temperatura de puerto de inyeccién de 220°C. Los caudales de hidrogeno y
aire como gas de reposicion fueron de 30 y 400 ml/min, respectivamente. La
temperatura del FID fue de 220°C vy el tiempo de ejecucion para cada analisis

fue de 26 min.

Los AGCC se identificaron en comparacion con los tiempos de retencién
de estandares auténticos (Supelco, EE. UU). La cuantificacién se basé en
curvas de calibracién construidas para un conjunto de estandares AGCC (acido
acético, acido propidnico, acido isobutirico, acido butirico, acido isovalérico,

acido valérico, acido isocaproico, acido caproico y acido heptanoico).

La concentracién expresada como mmol/mg de heces (peso fresco) de

cada &acido graso de cadena corta se calculé utilizando ecuaciones de
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regresion lineal (R?= 0,99) a partir de las curvas de estandares

correspondientes.

En la figura que se muestra a continuacién (Figura 7A y B) se
representa un cronograma de todas las determinaciones realizadas y del dia en
que se realizaron cada una de ellas para cada condicién del experimento y

para el periodo de baseline.
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P: Peso P

I: Impedancia (porcentaje
de grasa) y circumferencia
de cintura y cadera

RD and DS: Registro
Dietético y Diario de Suefo
14-dias de autoregistro y
captura de fotografias de
las comida

TEV: Test de Escala Visual

T and A: Temperatura y
actividad (reloj), medidas
objetivas de suefio y siesta

C: Calorimetria

CT: Cortisol
(8:00h,14:00h, 21:00h)

G: Glucosa

H: Heces H1
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Figura 7A: Muestra un cronograma, durante los 14 dias de cada condicion, de las determinaciones realizadas.
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P: Peso

I: Impedancia (porcentaje de
grasa) y circumferencia de
cinturay cadera

RD and DS: Registro Dietético
y Diario de Suefio 14-dias de
autoregistro y captura de
fotografias de las comida

RD & DS

TEV: Test de Escala Visual

TEV

TEV

TEV

T and A: Temperaturay
actividad (reloj), medidas
objetivas de suefio y siesta

T&A

C: Calorimetria

CT: Cortisol
(8:00h,14:00h, 21:00h )

CcT

G: Glucosa

H: Heces

H1

Figura 7B: Muestra un cronograma, durante los 7 dias de baseline, de las determinaciones realizadas.
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4. METODOS ESTADISTICOS

4.1 Anadlisis comparativo entre las tres condiciones del estudio

Con el fin de evaluar las diferencias estadisticas entre las tres condiciones de
estudio, se realizd un analisis de medidas repetidas (ANOVA) entre tomar
chocolate por la mafana, por la tarde/noche y no tomar chocolate, y se realizé
una comparacion post hoc con analisis de minima diferencia significativa
(DMS), los analisis se realizaron con los valores finales de cada condicion. La
normalidad de los datos fue comprobada por los test de Shapiro-Wilk y por

Kolmogorov- Smirnov (se considero distribucion normal cuando P> 0,05).

Para los datos antropométricos, las comparaciones se realizaron al inicio
del experimento o durante cada condicion (inicio y final del periodo de dos
semanas). Los analisis de glucosa en ayunas se ajustaron por edad y peso

corporal inicial.

Para eliminar la posible influencia del contenido de cafeina de otros
componentes de la dieta (que diferian entre las condiciones, véase Tabla 10)
ajustamos el contenido de cafeina para los diferentes resultados, y se
mantuvieron las diferencias significativas para todos los casos excepto para la
circunferencia de cintura que perdié la significacion, aunque se mantuvo la

misma tendencia (P = 0,053).

4.2 Microbiota

Para determinar las posibles diferencias entre las tres condiciones entre los

grupos bacterianos o0 su funcidon se realizd inicialmente un analisis de analisis

de medidas repetidas (ANOVA). Posteriormente este analisis se ajustd por la
muestra fecal del primer dia de la primera condicion de cada voluntaria
(ANCOVA). Para obtener informacion adicional sobre las relaciones entre los
grupos bacterianos y los AGCC, se realiz6 un analisis de componentes

principales (ACP), utilizando rotacién Varimax normalizada.
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4.3 Poder estadistico

Aceptando un riesgo a de 0,05 en una prueba bilateral, para el tamarno de
muestra actual (n= 19), nos queriamos asegurar de poder detectar cualquier
cambio de peso sustancial en el prototipo de estudio. Para el peso corporal
total tuvimos un poder estadistico de 80,48%, 84,84%, 97,3%, para detectar
1kg de cambio de peso dentro de cada condicién (chocolate mafana, noche y

control respectivamente).

Para los resultados de las principales variables de interés en este
estudio, probamos si teniamos suficiente poder estadistico para detectar
cambios significativos: para la circunferencia de cintura teniamos un poder de
70,99%, 93,99% y 90,66%, para detectar 2 cm de cambio dentro de cada
condicion. Para las variables de glucosa en ayunas, y oxidacion de lipidos y
carbohidratos, tuvimos un poder estadistico de 70,42%, 75,98% y 63,73%
respectivamente para detectar cambios del 4,7%, 34,55% y 17,86% entre las

condiciones de mafnana y noche.

Los analisis estadisticos se realizaron con el software SPSS 20.0
(SPSS, IBM, Madrid, Espafa). Un valor de P de <0,05 se considerd

estadisticamente significativo.

5. BUQUEDA BIBLIOGRAFICA

Para el desarrollo del presente trabajo hemos realizado una revision
sistematica sobre el tema objeto de estudio siguiendo los principios del método

cientifico.

Mediante esta revision tratamos de dar respuesta a nuestra hipétesis
inicial en la que nos preguntabamos sobre los diferentes efectos que produce el

chocolate segun el momento de la ingesta sea por la mafiana o por la noche.
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La revision se inicid con una busqueda exhaustiva de la literatura
publicada en PubMed (U.S. Nacional Library of Medicine). El acceso se realiza
a través de Internet en la direccion URL www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed que
accede a revistas con indice de impacto en el area en que se incluye la
presente tesis: chocolate, fisiologia, metabolismo, cronobiologia, menopausia,

etc.

La busqueda se realizo utilizando los siguientes términos y se ajusto a

los 10 ultimos afnos:

Obesity OR Appetite Depressants OR Body Weight. Diet, Reducing
OR Skinfold Thickness OR Lipectomy OR Abdominal Obesities OR
Obesities OR Abdominal OR Abdominal Obesity OR Central Obesity,
OR Central Obesities OR Obesities, Central OR Obesity, Central, OR
Obesity, Visceral OR Visceral Obesity OR Obesities, OR Visceral OR
Visceral Obesities Agents OR Weight-Loss OR Weight Loss Agents
OR Management, Obesity OR Managements, Obesity OR Obesity
Managements OR Obesity Management Systems OR Management
System, Obesity OR Management Systems, Obesity OR Obesity
Management System OR System, Obesity Management OR
Systems, Obesity Management OR Loss, Weight OR Losses, Weight
OR Weight Losses OR Weight Reduction OR Reduction, Weight OR
Reductions, Weight OR Weight Reductions OR Body Weights OR
Weight, Body OR Weights, Body OR Program, Weight Reduction OR
Programs, Weight Reduction OR Reduction Program, Weight OR
Reduction Programs, Weight OR Weight Reduction Program OR
Weight Loss Programs OR Loss Program, Weight OR Loss
Programs, Weight OR Program, Weight Loss OR Programs, Weight
Loss OR Weight Loss Program OR Diets, Reducing OR Reducing
Diet OR Reducing Diets OR Weight Reduction Diet OR Diet, Weight
Reduction OR Diets, Weight Reduction OR Weight Reduction Diets
OR Weight Loss Diet OR Diet, Weight Loss OR Diets, Weight Loss
OR Weight Loss Diets OR Gain, Weight OR Gains, Weight OR
Weight Gains.

Obtuvimos 815 articulos. Y tras acotar la busqueda especificando solo

para estudios en humanos, los articulos resultantes fueron 507.

Revisamos todos los articulos con el fin de comprobar que existiera

coherencia entre el tema de los mismos y la pregunta que nos haciamos, y que
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el diseno de los estudios fuera adecuado, se eliminaron 113 articulos por

diversos motivos (véase Tabla 11).

Tabla 11. Criterios de exclusion de articulos cientificos.

Numero de
articulos
54
9
2
2
28

= 2NN W W

—_—

Criterios Exclusion

No habla de chocolate

Chocolate y otras enfermedades

Chocolate y contenido en aluminio

Sustitutos del chocolate

El chocolate es una covariable

Composicion molecular del chocolate

Como influye el olfato sobre el deseo de chocolate y las
expectativas de comerlo sobre los deseos

Chocolate, tension arterial y factores aterogénicos
Historia del chocolate

Chocolate en diabetes

Predictores neuronales de chocolate

Consumo de chocolate y dafio en el ADN

Efectos de polifenoles en el genoma y en la mejora de la
inflamacion tipica de la obesidad

Efectos de suplementos de cacao sobre el LDL

Efectos de prohibir el chocolate

El ejercicio disminuye el apetito por chocolate

Finalmente se reviso un total de 394 articulos.
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1. Resultados objetivo 1

Efectos de la ingesta de chocolate sobre el peso corporal y otras medidas
antropométricas
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Como resultado de este trabajo para el objetivo 1, y en contra de lo esperado,
no se han encontrado diferencias significativas en cuanto al peso corporal de
las voluntarias a pesar de que las participantes tomaban 100 g de chocolate
con leche cada dia durante las dos intervenciones del experimento con
chocolate (chocolate mafana y chocolate noche) (véase Figura 8). Respecto a
la circunferencia de cintura tampoco encontramos diferencias significativas (P>
0,05).

Sabemos que el chocolate con leche es un alimento de gran densidad
caldrica. Su ingesta supone un extra de 542 kcal/dia durante los 14 dias de
duracion de cada condiciéon con chocolate. Sin embargo, a pesar de estas
calorias adicionales consumidas con el chocolate, y que las participantes
continuaban con su dieta habitual ad libitum, no hubo diferencias significativas

en lo que a la ganancia de peso se refiere (Figura 8; P> 0,05).

Peso (kg)

8A  CONTROL 8B NOCHE 8C

MANANA
P= 0,065 P=0,243
100 2 100 ’ 2 100, F=0431 2
0, — ' | ———e 90| — . !
, = g <
o — e o — o
® g’ 5 g’ ! | — §
~ 80 -
— i bog® — 4% g g
N 2 g 8 e 8
0] e— o 2 & n| &V 2 & 7 S
8 2 — & ;;_c S 2
% s S 8 | SE—
= = = =
60 % 60| —=3 60
-3 -3 s 3
:'—' (S [ = —
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-4 | 50 T T -4 | 50 T T -4

Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial

Final

Figura 8 (A, B, C): Cambios en el peso corporal en cada condicién del experimento
(control, noche y mafana). Peso corporal en kg de cada mujer (panel izquierdo) y
porcentajes de cambio (panel derecho).

Resultados en relaciéon al objetivo 1: nuestros resultados muestran que la

ingesta de 100 g de chocolate con leche, por mujeres postmenopausicas, en un

77




RESULTADOS

espacio de tiempo limitado (1 h) y durante un periodo corto de dos semanas,

no afecta a la pérdida de peso corporal.
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2. Resultados objetivo 2

Posibles mecanismos de ausencia de aumento de peso tras la ingesta

de chocolate
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Para investigar el motivo por el cual las voluntarias no ganaron peso corporal,
hemos explorado diferentes aspectos relacionados con la ingesta y el gasto

energeético.

1. La ingesta de energia ad libitum se redujo con el chocolate

Como hemos explicado anteriormente las voluntarias podian continuar durante
la intervencidén con su dieta habitual, y no se les dio ninguna recomendacion
sobre lo que debian comer, salvo en lo que se refiere al chocolate. A pesar de
ello, hemos comprobado que la ingesta de energia ad libitum se redujo de

forma significativa al tomar chocolate.

Este resultado coincide con la reduccion observada en el hambre,
el apetito y el deseo de dulces reportada por las participantes mediante el
VAS.

La Figura 9A representa la ingesta de energia diaria ad libitum en las
tres condiciones (mafiana, noche y control). Las voluntarias redujeron
espontaneamente en un 16% (296 + 442 kcal/d) su consumo de energia ad
libitum al tomar chocolate por la manana (P= 0,01) y, en menor medida al
tomar el chocolate por la noche, condicion en la que la disminucién fue del 10%
(165 + 404 kcal/d) (una tendencia P= 0,09). Como era de esperar, aquellas
mujeres que ganaron menos peso tomando chocolate durante los 14 dia de la
condicion de noche, fueron las que compensaron mejor la ingesta caldrica
(r=0,64; P=0,004).
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P=0,01
2500 -
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Ingesta energética (kcal)

Figura 9A: Diferencias de energia ad libitum entre las condiciones sin chocolate (N),
chocolate noche (EC), chocolate mafiana (MC). Las barras de color representan el
promedio de la ingesta de energia diaria ad libitum durante las dos semanas de cada
condicion del experimento. Las barras grises representan la ingesta extra de energia
del chocolate (542 kcal; 33% de la ingesta diaria promedio de energia habitual).
Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones tras el test de

comparacion por pares.

Al tomar chocolate por la mafana, las voluntarias disminuyeron su
consumo de energia ad libitum al reducir la grasa (de 17 a 7 g/d) y los
carbohidratos (de 27 a 17 g/d) comparado con control (P<0,05). Sin embargo,
no hubo diferencias significativas en cuanto a las proteinas (P>0,05). Estos
resultados coinciden con la ingesta adicional de macronutrientes del chocolate
con leche que es rica en grasas (31 g) y carbohidratos (58 g), y baja en
proteinas (6 g). Asi pues, las mujeres compensaron el 53% de los
carbohidratos aportados por el chocolate y, en menor medida (45%) la grasa

aportada por el chocolate (P<0,05).

Otro resultado observado es que cuando tomaban chocolate, las

voluntarias manifestaron tener menos hambre y menos deseo de dulce que
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cuando no lo tomaban, especialmente cuando tomaban el

condicién de noche Figura 9 (B, C, D, E).

RESULTADOS

chocolate en la

Hambre (cm)
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Figura 9B: Representa las diferencias entre las condiciones sin chocolate (N),

chocolate noche (EC), chocolate mafana (MC). La sensacion de hambre es resultado

del VAS realizado en diferentes momentos del dia: el punto 1° que se representa antes

de las 8 de la manana se refiere a justo en el momento de levantarse; el punto

siguiente o0 2°) Justo antes de desayunar (antes de tomar el chocolate); 3°) Recién

terminado de desayunar; 4°) Antes de comer; 5°) Recién terminado de comer; 6°)

Antes de cenar; 7°) Recién terminado de cenar; 8°) En la cama antes de dormir; 9°)

Justo antes de tomar el chocolate en la condicion de noche; 10°) Justo después del

chocolate. (B: desayuno; L: comida; D: cena). Diferentes letras (a, b c) indican

diferencias significativas entre condiciones tras el test de comparacion por pares.
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Figura 9C: Representa los valores promedio de la variable hambre en las tres

condiciones (sin chocolate (N), chocolate

noche (EC),

chocolate manfana

(MC)).Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones tras el test

de comparacioén por pares.
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Figura 9D: Representan las diferencias entre las condiciones sin chocolate (N),

chocolate noche (EC), chocolate mafana (MC). La sensacién de apetito por dulce es

resultado del VAS realizado en diferentes momentos del dia: el punto 1° que se
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representa antes de las 8 de la mafana se refiere a justo en el momento de
levantarse; el punto siguiente o 2°) Justo antes de desayunar (antes de tomar el
chocolate); 3°) Recién terminado de desayunar; 4°) Antes de comer; 5°) Recién
terminado de comer; 6°) Antes de cenar; 7°) Recién terminado de cenar; 8°) En la
cama antes de dormir; 9°) Justo antes de tomar el chocolate en la condicién de noche;
10°) Justo después del chocolate. (B: desayuno; L: comida; D: cena). Diferentes letras

(a, b c) indican diferencias significativas entre condiciones tras el test de comparacion

por pares.
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Figura 9E: Representa los valores promedio de la variable hambre y apetito por dulce
en las tres condiciones (sin chocolate (N), chocolate noche (EC), chocolate manana
(MC)). Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones tras el test

de comparacién por pares.

Nuestros resultados muestran ademas que los valores diarios de cortisol
fueron significativamente mas bajos al tomar chocolate en la condicion de

mafana que en la de tarde/noche (Figura 9F, 9G).
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Figura 9F: Representa los cambios en los valores de cortisol entre las condiciones sin

chocolate (N), chocolate noche (EC), chocolate mafana (MC). (B: desayuno; L:

comida; D: cena). Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones

tras realizar el test de comparacion por pares.
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Figura 9G: Representa los valores promedio de cortisol en las tres condiciones del

estudio (sin chocolate (N), chocolate noche (EC), chocolate mafnana (MC)). Diferentes

letras indican diferencias significativas entre condiciones tras realizar el test de

comparacion por pares.
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2. El gasto de energia se incrementé a través de una mayor actividad y
disipacién de calor

Nuestros resultados mostraron un aumento en la actividad fisica de las
participantes. Este aumento fue del 6,9% al consumir chocolate en la condicion
de noche en comparacién con la condicién de control (42,3 + 1,9 °/min; 39,6
1,8 °/min; P= 0,001). Las diferencias en el promedio de la actividad fisica

fueron significativas durante el tiempo de la noche y el dia Figura 10 (A, B, C).
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Figura 10A: Representa los valores de actividad fisica registrados por actimetria en la
condicion sin chocolate (N), chocolate noche (EC) y chocolate manana (MC). Los
corchetes indican los intervalos de tiempo donde se observaron diferencias
significativas en el analisis estadistico por muestras repetidas ANOVA (ANOVA rm),
*P<0,05. (B: desayuno L: comida; D: cena).

87




RESULTADOS

P=0,003 Noche
20 1
€ )
T
]
s 167 b b
©
«©
9 144
T
()
£
© 12
[a
10
N EC MC

Figura 10B: Muestra las diferencias en el promedio de actividad fisica entre las
diferentes condiciones durante la noche (de 00:00 a 08:00h). Diferentes letras indican

diferencias significativas entre condiciones tras el test de comparacién por pares.
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Figura 10C: Muestra las diferencias en el promedio de actividad fisica entre las
diferentes condiciones durante el dia (08:00 h a las 20:00 h). Diferentes letras indican

diferencias significativas entre condiciones tras el test de comparacion por pares.
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Ademas, las mujeres experimentaron una mayor disipacion de calor
mientras comian chocolate en la condicion de noche que cuando no comian
chocolate, esta diferencia fue significativa en periodos especificos durante el
dia, en la mafiana (desde las 10:00 h a las 12:00 h), en el periodo postprandial
después del almuerzo (desde las 16:00 h a las 19:00 h) y después de cenar
(desde las 21:00 h a las 22:00 h) Figura 10 (D, E, F) aunque no se encontraron

diferencias significativas con el promedio del dia.
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Figura 10D: Representa la disipacion de calor de la piel de los registros de
temperatura periférica en las tres condiciones, los corchetes indican los intervalos de
tiempo en los que se observan diferencias significativas por analisis de muestras
repetidas ANOVA (ANOVA rm) con P<0,05. (B: Desayuno, L: Comida, D: Cena). *
Representa diferencias significativas entre las condiciones de mafana (MC) y noche
(EC). # Representa diferencias significativas entre las condiciones de noche (EC) y

control (N).
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Figura 10E: Diferencias en la temperatura promedio entre las diferentes condiciones

Temperatura periférica (°)

(sin chocolate (N), chocolate noche (EC), chocolate mafiana (MC)) durante el tiempo
de la noche (de 00:00 h a 05:00 h). Diferentes letras indican diferencias significativas

entre condiciones tras el test de comparacion por pares.
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Figura 10F: Diferencias en la temperatura promedio entre las diferentes condiciones
(sin chocolate (N), chocolate noche (EC), chocolate manana (MC)) durante el dia
(08:00 h a 20:00 h). Diferentes letras indican diferencias significativas entre

condiciones tras el test de comparacion por pares.
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3. Efectos en las variables relacionadas con el sueio y los ritmos
circadianos tras la ingesta de chocolate.

Los resultados obtenidos en cuanto a la temperatura periférica estan
representados en mapas de calor (Figura 16, apartado Discusion). Estos
resultados mostraron que todas las participantes mantuvieron un ritmo diario de
temperatura durante el dia y la noche, con valores elevados durante la fase de
suefio. No se observaron cambios, al ingerir chocolate en la condicion de

mafana o de noche en comparacion con baseline.

Sin embargo, al observar visualmente estos mapas de calor la figura
muestra una mayor regularidad de los episodios de suefio en la condicién de
noche, asi como una menor variabilidad en el inicio del suefo durante los dias

entre semana en comparacion con la condiciéon de mafiana (60 min vs. 78 min).

Cuando se analizaron las variables circadianas de fragmentacion del
suefio o variabilidad circadiana, nuestros resultados mostraron que esta era
mayor cuando el chocolate se tomaba en la condicion de noche (Variabilidad
intradiaria; IV= 0,18 £ 0,17) que en la condiciéon de mafana (IV= 0,14 + 0,16) o
en la de control (IV= 0,15 + 0,14). Sin embargo no encontramos diferencias
significativas entre condiciones (P= 0,086). No se encontraron diferencias
significativas en ninguna de las otras variables circadianas como son la
amplitud relativa (P= 0,529), la hora de las cinco horas de maxima temperatura
(TM5) (P= 0,089), o el indice de Funcionalidad Circadiana (TCIF) (P= 0,896).

Si bien no se observaron cambios en la duraciéon del sueio nocturno
en funcion del momento de ingesta del chocolate, segun la evaluacion objetiva
tomar chocolate por la mafiana se asocié con una mayor frecuencia de siesta
en comparacion con la condicién de control (4 + 0,49 d/semana; 1 + 0,21
d/semana P= 0,019) mientras que no hubo diferencia significativa entre tomar

chocolate en la condicion de noche y la de control (P= 0,082).
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Resultados en relacion al objetivo 2: los resultados del experimento
muestran que las voluntarias redujeron voluntariamente la ingesta de energia
ad libitum al tomar chocolate. Esta reduccion fue de un 16% en la condicion de
mafana (MC) lo cual coincide con valores mas bajos de cortisol.

En cuanto al gasto energético, se observo un aumento de la actividad
fisica y de la disipacién de calor en la condicion de noche (EC).

Los resultados obtenidos respecto al suefio reflejan que todas las
participantes mantuvieron un ritmo diario de temperatura dia y noche, con
valores altos durante la fase de suefio independientemente de si tomaban el
chocolate en la condicibn de mafiana o noche en comparaciéon con baseline.
No se encontraron diferencias significativas en la duracién del sueio nocturno.
En lo que se refiere a la siesta, tomar chocolate por la mafiana se asocié con

una mayor frecuencia de siesta en comparacion con la condicion de control.
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3. Resultados objetivo 3

Diferentes efectos metabdlicos del chocolate segun el momento de la ingesta
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El chocolate tuvo diferentes efectos metabdlicos segun el momento de la

ingesta.

Efecto del chocolate sobre la oxidacion de sustratos

Los resultados obtenidos muestran que el chocolate en la condicién de mafiana
dio lugar a una oxidacion preferente de lipidos mientras que el chocolate en la
condicion de noche dio lugar a un cambio de sustrato siendo los carbohidratos,
el sustrato mas utilizado para la oxidacion.

Exactamente, tomar chocolate por la mafana dio lugar a un incremento
de la oxidacién de lipidos del orden de un 25,60% mas respecto a tomarlo por

la noche (Figura 11A).
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Figura 11A: Efectos metabdlicos del chocolate sobre la oxidacién lipidica segun el
momento de la ingesta. El grafico de la izquierda muestra valores absolutos en cada

mujer y el de la derecha el porcentaje de cambio en la oxidacion lipidica.
Por el contrario, la ingesta de chocolate en la condicion de noche indujo

preferentemente la oxidacion de carbohidratos en un 35,33% mas respecto al

chocolate por la mafana (Figura 11B).
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Figura 11B: Efectos metabdlicos del chocolate sobre la oxidacién de carbohidratos
segun el momento de la ingesta. El grafico de la izquierda representa valores
absolutos en cada mujer y el de la derecha el porcentaje de cambio en la oxidacion de

hidratos de carbono.

No encontramos diferencias significativas en cuanto a la oxidacion de
sustratos entre noche y control, mientras que estas diferencias fueron
significativas entre las condiciones de mafiana y control tanto para lipidos como
para carbohidratos.

En lo que se refiere a la tasa metabdlica basal, nuestros resultados
indican que no se encontraron diferencias significativas comparando entre las

tres condiciones objeto de estudio.

Resultados en relaciéon al objetivo 3: nuestros resultados muestran que el
chocolate provoca diferentes efectos metabdlicos segun el momento de la
ingesta. Concretamente, se observa que la ingesta de chocolate en la
condicion de mafana induce preferentemente la oxidacion de lipidos mientras

que tomarlo en la condicion de noche induce la oxidacion de carbohidratos.
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4. Resultados objetivo 4

Posibles efectos del chocolate sobre la glucemia segun el momento de la
ingesta
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Considerando los resultados obtenidos sobre los valores de glucosa en sangre,
podemos concluir que el chocolate en la condicion de mafana disminuyé los

valores de glucemia en ayunas.

Nuestros resultados indican que la reduccion de la glucosa en ayunas es
-4,4% en la condicion de mafana respecto a la condicion de control (Figura
12A), mientras que la ingesta de chocolate en la condicion de noche mostré un
incremento significativo (+4,9%) de los valores de glucemia comparado con el

chocolate en la manana (Figura 12B).

Se realiz6 ademas, la determinacion de la glucemia postprandial, tras la
ingesta de 100 g de chocolate, en las tres condiciones objeto de estudio.
Llevamos a cabo una curva de glucosa tras la ingesta de chocolate, con
determinaciones cada 30 minutos durante 2 horas, no encontramos diferencias
significativas en las determinaciones obtenidas (30 minutos (P= 0,861), 60
minutos (P= 0,480) 90 minutos (P= 0,107) y a los 120 minutos (P= 0,420))
(Figura 12C).

Al calcular el Area Bajo la Curva (AUC) de los valores de glucosa
obtuvimos un valor significativamente mayor en la condicion de chocolate por la

manana (Figura 12D).
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Figura 12C: Efectos del chocolate sobre la glucosa basal en la condicion de control

(N) y la condicion de manana (MC). El grafico de la izquierda representa valores

absolutos para cada participante y el de la derecha el porcentaje de cambio en los

valores de glucosa.
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Figura 12D: Efectos del chocolate sobre la glucosa basal en la condicion de noche

(EC) y en la de mafiana (MC). El grafico de la izquierda representa valores absolutos

en cada mujer y el de la derecha porcentaje de cambio en los valores de glucosa.
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Figura 12C: Representa los valores de glucemia postprandial tras la ingesta de 100 g

de chocolate con leche. Las determinaciones se realizaron al inicio y a los 30, 60, 90 y

120 minutos de la ingesta del chocolate.
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Figura 12D: Representa los valores medios del area bajo la curva de glucemia en las

tres condiciones del experimento (Control (N), chocolate noche (EC), chocolate

mafana (MC)).
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Resultados en relacién al objetivo 4: nuestros resultados muestran que la
ingesta de chocolate en la condicion de manana, durante la primera hora al
levantarse, disminuyé la glucemia basal. No encontramos diferencias
significativas en la glucosa postprandial realizada durante dos horas tras la

ingesta de chocolate
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5. Resultados objetivo 5

Cambios en la composicion y funcion de la microbiota intestinal con la ingesta
de chocolate

103



RESULTADOS

104



RESULTADOS

1. En cuanto a la composicion de la microbiota
Nuestro estudio mostré que la ingesta de chocolate dio lugar a cambios en la
composicién de la microbiota (Figura 13A), una disminucion de la diversidad
de la microbiota calculada mediante el indice de Simpson inverso (una
tendencia, P= 0,082) y un aumento significativo en la variabilidad interindividual
en comparacion con la condicion de control (no chocolate) en la mayoria de los

generos y especies estudiados.

Asi, nuestros resultados tras la ingesta de chocolate con leche tanto
cuando lo tomaban por la mafana como cuando lo tomaban por la noche en
comparacion con la condicion en la que no tomaban chocolate, mostraron una
reduccion en la abundancia relativa de Firmicutes (P= 0,003) (Figura 13A,

Figura 13B).

Delta EC, MC frente a Control

4 3 2 -1 0 1 2 3
Firmicutes
Actinobacteria
Bacteroidetes HEC
MC
Proteobacteria

Verrucomicrobia

Otros

Figura 13A: Diferencias en los philum predominantes en la microbiota tras la
condicion de noche (EC) y mafana (MC) comparados con la condicién de Control.

(Esta figura representa valores, no diferencias significativas)
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Figura 13B: Cambios en la abundancia relativa (%) de Firmicutes entre las tres
condiciones del estudio (N, EC, MC). * Representa P <0,05, en este caso (P= 0,003).

Mas especificamente hubo una reduccién en el género Lachnospiraceae
(P=0,014) (Figure 13C) y una reduccion en la diversidad microbiana calculada
mediante el indice de Simpson inverso en donde se observé una tendencia (P=
0,082) (Figura 13D).
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Figura 13C: Cambios en la abundancia relativa (%) de Lachnospiraceae entre las tres
condiciones del estudio (N, EC, MC). (¥ representa P <0,05).
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Figura 13D: Indica la diversidad microbiana entre las tres condiciones, medida como

el indice de Simpson inverso. #® representa una tendencia P<0,09 (P= 0,082).

No apreciamos diferencias significativas en la abundancia del género
Methanobrevibacter tras la ingesta de chocolate (Figure 13E).

a~
1

w
1
[ ]

N
1

Methanobrevibacter (%)
n

o

Figura 13E: Cambios en la abundancia relativa (%) de Methanobrevibacter entre las
tres condiciones del estudio (N, EC, MC) (P> 0,05).

Ademas, observamos que la ingesta de chocolate con leche aumenté la
abundancia de los géneros Ruminococcus (P= 0,021) y Dorea (P=0,007), entre
otros (Figura 13E). Mientras que la significacion se perdié cuando se ajusto por
el valor inicial de cada condicién (Figura 13F). No obtuvimos diferencias

significativas en el caso de Akkermansia.
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Figura 13E: Cambios en la abundancia relativa (%) de Ruminococcus, Akkermansia'y

Dorea entre las tres condiciones del estudio (N, EC, MC). Las diferencias entre

condiciones se analizaron por comparacién por pares (diferentes letras representan

diferencias significativas (P <0,05).
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Figura 13F: Cambios en la abundancia relativa (%) Ruminococcus, Akkermansia y
Dorea entre las tres condiciones del estudio (N, EC, MC) tras ajustar por el valor inicial
de cada condicion.
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2. En cuanto a la funcion de la microbiota

En el presente trabajo se observa como el consumo de chocolate aumento
significativamente la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)
como son: acetato, propionato (una tendencia P= 0,060) y otros acidos grasos
menores (isobutirato, isovaleronato y valeronato), en comparacion con no
tomar chocolate (Control). Concretamente este aumento fue mayor en la
condicion de noche comparada con control. Mientras que los valores de AGCC
después de tomar el chocolate en la mafiana aunque aumentaron con respecto
al control no llegaron a ser tan elevados como en la condicion de noche

(Figura 14A).
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Figura 14A: Concentracion de AGCC en muestras de heces simples para las tres
condiciones (Noche (EC), Manana (MC) y Control (N)). (1) Acetato, (2) propionato, (3)
otros AGCC minoritarios y (4) AGCC totales. Las diferencias significativas entre
condiciones (P<0,05), calculadas mediante el test de comparacion por pares se
indican con diferentes letras. El cuadro indica los cuartiles superior e inferior, la linea
punteada dentro del cuadro indica la media y la linea delgada indica la mediana; las

lineas verticales indican los percentiles 90-10 y los puntos son valores atipicos (n= 12).
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Sin embargo, al ajustar por el valor inicial de la primera condicién se

perdi6 la significacion para el propionato y los AGCC totales (Figura 14B).
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Figura 14B: Concentracion de AGCC en muestras de heces simples para las tres
condiciones (Noche (EC), Manana (MC) y Control (N)) tras ajustar. (1) Acetato, (2)
propionato, (3) otros AGCC minoritarios y (4) AGCC totales. #° Representa una
tendencia (P<0,09). El cuadro indica los cuartiles superior e inferior, la linea punteada
dentro del cuadro indica la media y la linea delgada indica la mediana; las lineas
verticales indican los percentiles 90-10 y los puntos son valores atipicos (n= 12).
Segun nuestros resultados, el efecto beneficioso de la ingesta de
chocolate es apoyado por el aumento de los valores de Ruminococcus (Figura
13E), que se asocia con valores elevados de acetato (P=0,039) (Figura 17, en
el apartado de Discusion), y el descenso de los valores del género
Lachnospiraceae (Figura 13C), lo cual se asoci6 con una reduccion de acetato

(P=0,026).
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3. Asociacién entre composicion y funciéon de la microbiota

Con el fin de comprender las asociaciones complejas existentes entre la
composiciéon y la actividad microbiana, se utilizé un Analisis de Componentes
Principales (ACP) para visualizar las relaciones entre los grupos bacterianos y
los diferentes AGCC entre las tres condiciones (Figura 18 en el apartado de

Discusion), Tabla 11.

En particular, la informacion proporcionada permitio la separacion grafica
de las diferentes condiciones (N, EC y MC), lo cual demuestra que la ingesta
de chocolate y lo que es mas importante el horario de la ingesta de chocolate,
da como resultado perfiles y funciones de microbiota diferenciados (Figura 18,

panel 1, en el apartado de Discusion).
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Tabla 11: Matriz de factor rotado para datos de poblaciéon de bacterias y
acidos grasos de cadena corta (AGCC)*. (*Se han eliminado cargas de factor
menores a 0,5).

Componentes

1 2 3 4 5 6
Valeronato 0,907
Isovaleronato 0,895
Otros AGCC
minoritarios
Methanobacteriaceae 0,885
AGCC totales 0,824
Isobutirato 0,791
Propionato 0,774
Butirato 0,767
Akkermansia -0,559 0,53
Firmicutes -0,903
Adlercreutzia 0,899
Methanobrevibacter 0,892
Peptostreptococcaceae 0,884
indice Simpson inverso -0,63 -0,539
Ratio
Acetato:Propionato
Acetato 0,697
Streptococcaceae 0,646 @ 0,639
Ruminococcus 0,642 0,639
Faecalibacterium -0,582 -0,518
Dorea -0,567
Clostridiaceae 0,882
Streptococcus 0,876
Verrucomicrobiaceae -0,75
UnLachnospiraceae 0,634
UnClostridiaceae 0,595
Eubacterium 0,888
% varianza 32,96 @ 18,07 11,7 8,87 5,76 4,93
% varianza acumulada | 32,96 51,03 62,73 71,61 77,37 82,3

0,892

0,792
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Estas diferencias fueron marcadas principalmente por metabolitos
bacterianos (AGCC) producidos por la microbiota, lo que indica que los AGCC
podrian ser un buen biomarcador para explicar, al menos en parte, las

diferencias encontradas entre las diferentes condiciones.

En el analisis de componentes principales (Figura 18, panel 2, en el
apartado de Discusidn) Ruminococus aparece en el tercer factor, junto con
Acetato y con el ratio de Acetato:Propionato, lo cual tiene sentido considerando
la correlacion positiva y significativa encontrada entre la abundancia de

Ruminococus y los niveles de acetato (Figura 18).

Resultados en relaciéon al objetivo 5: sobre los cambios producidos por la
ingesta de chocolate en la composicion y funcion de la microbiota intestinal
nuestros resultados muestran, una disminucion en la abundacia de Firmicutes,
de Lachnospiraceae y de la diversidad microbiana cuando tomaban chocolate.

La ingesta de chocolate aumento la abundancia de Ruminococcusy Dorea.

En cuanto a la produccion de AGCC la ingesta de chocolate aumenté la
produccion de acetato, propionato y otros acidos grasos menores (isobutirato,

isovaleronato y valeronato) en comparacién con no tomar chocolate.

El analisis de componentes principales (PCA) muestra que la ingesta de
chocolate y lo que es mas importante el horario de la ingesta de chocolate, da

como resultado perfiles y funciones de microbiota claramente diferenciados.
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1. Sobre el efecto de la ingesta de chocolate en el peso

corporal y en la circunferencia de cintura

En el presente trabajo se muestra que las voluntarias que han participado en
este ensayo no sufrieron un aumento de peso significativo tras el consumo de
chocolate. Estos resultados resultan sorprendentes ya que el chocolate es un
alimento de alta densidad caldrica (542 kcal/100 g) y las voluntarias del estudio
ingirieron una cantidad elevada del mismo (100 g/dia). Ademas, el consumo de
chocolate se realizdé durante un periodo relativamente largo, que comprendié
catorce dias en la condicion de mafiana y catorce dias en la condicion de

noche.

Segun la teoria de Wishnofsky (102), también llamada “regla de las

3.500 kcal”, con la que se estima el aumento de peso corporal segun la ingesta
caldrica, un exceso de 3.500 kcal semanales deberia dar lugar a un aumento
de 0,5 kg de peso. En el presente estudio en el que las voluntarias ingirieron
100 g de chocolate al dia, el incremento diario de energia fue de 542 kcal, o lo
que es lo mismo 3.794 kcal por semana, lo que supondria un aumento de peso

corporal de mas de 0,5 kg por semana.

Segun esta norma, y teniendo en cuenta que cada intervencion con chocolate
tuvo una duracion de 14 dias, estas mujeres postmenopausicas deberian haber
ganado mas de 1 kg de peso durante cada intervencion con chocolate (2
semanas*7dias*542 kcal= 7.588 kcal). Esto sucederia, siempre y cuando no

hubiera cambios en la ingesta de otros alimentos (las voluntarias podian comer

ad libitum) o se produjera un aumento del gasto energético (102).

Si recordamos lo ya mencionado en la introduccion de este trabajo, la
obesidad es, en la actualidad, un importante problema de salud publica, y se

asocia con una mayor incidencia de enfermedades tales como osteoartritis,

diabetes tipo 2, y ciertos tipos de cancer (191-194) entre otras enfermedades

metabdlicas. Lo cual conlleva ademas un alto coste econémico y social {195).

Por otra parte, el chocolate es un alimento muy consumido en todo el mundo,
que destaca por su elevado contenido en grasa, en azucar y en definitiva por

su gran aporte calérico.
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Por todo ello, los resultados obtenidos en el presente trabajo tienen gran
interés para la sociedad actual, en especial en una poblacion de riesgo de

obesidad como son las mujeres postmenopausicas.

Desde hace anos, existe cierta discusion en cuanto a los efectos
del chocolate sobre el peso corporal. Multiples estudios epidemiologicos

sugieren que el consumo de chocolate se asocia con una disminucion del

indice de Masa Corporal (IMC), del peso corporal v de la circunferencia de

cintura.

Se podria pensar que estos resultados, inicialmente sorprendentes,
podrian estar influenciados por cambios en la actividad fisica, la ingesta
energética y la composicion dietética. Sin embargo, en estos estudios se ajustd

por estos factores, lo que sugiere que la pérdida de peso se debia a un efecto

directo del chocolate, es decir a que el chocolate adelgaza (196|(197). Sin

embargo, los resultados anteriores, que coinciden con algunos de los nuestros,
no se replican en todos los estudios. Asi, el estudio realizado por Greeberg et
al. en 2013, muestra que la ingesta de chocolate a largo plazo se asocia
con un aumento significativo de peso corporal, o que en principio resulta mas

predecible.

Ensayos clinicos aleatorios realizados con anterioridad (2007, 2010 y

2011) también han mostrado resultados contradictorios. Es el caso del estudio

realizado por Piehoswki et al. (198) en sujetos con sobrepeso que se sometian

a una restriccion caldrica, y en el que se evaluaron los efectos de una merienda

con chocolate negro y de otra sin chocolate, los resultados mostraron que se

producia una disminucion en el peso corporal y en el porcentaje de grasa
corporal en todos aquellos individuos que realizaban una merienda de forma

habitual, independientemente de que tomaran o no chocolate. De igual manera

Golomb et al. (196) observaron un menor peso corporal en los consumidores

habituales de chocolate. Sin embargo, en otro estudio llevado a cabo por

Conversely Desch et al. {(199), mostraron un ligero aumento de peso corporal

después de tres meses de consumo de 25 gramos de chocolate negro al dia.

Mientras que, en otro ensayo aleatorio controlado desarrollado por Taubert et
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al. (200), no_se encontraron diferencias _significativas _en el peso corporal

después de la ingesta diaria de 6,3 g de chocolate negro durante 18 semanas.

En el afno 2018, Kord-Varkaneh H et al. , en un intento de resolver
estas contradicciones sobre el efecto de la ingesta del chocolate en el peso

corporal y con el fin de llegar a resultados concluyentes, realizaron una revision

sistematica _exhaustiva. En ella se incluyé un meta-analisis de todos los

ensayos clinicos disponibles hasta ese momento, sobre el efecto de la ingesta
de cacao o derivados (chocolate) en el peso corporal, la circunferencia de
cintura y el IMC en adultos. Los autores analizaron 35 articulos en total,

publicados entre los afios 2003 y 2017.

Como resultado principal de esta revision, los autores concluyeron que la
ingesta de chocolate comparada con el grupo control (no tomaban chocolate),
no afectaba al peso corporal, al IMC, ni a la circunferencia de cintura. Estos
resultados coinciden con los nuestros a pesar de las diferencias en poblacion,

sexo y edad, y en el tipo de chocolate consumido, ya que en la revisién de

estudios de Kord-Varkaneh H et al. (69), se trataba de chocolate negro.

Todos los estudios incluidos en el meta-analisis de Kord-Varkaneh H et

al. (69) cumplian los siguientes requisitos: 1) se realizaron en individuos adultos

(>18 afios), hombres y mujeres; 2) presentaban un grupo de intervenciéon con
chocolate y un grupo control; 3) el niumero de participantes en cada estudio
estaba comprendido entre 20 y 90 individuos, alcanzandose un total de
n=1.775 sujetos en el meta-andlisis; 4) al igual que en nuestro trabajo, se
estudiaron el peso, IMC y circunferencia de cintura, como principales variables,
tanto al inicio (baseline) como al final del experimento; 5) en todos los estudios
considerados se utilizé chocolate negro o cacao en polvo, lo que difiere de
nuestro estudio que se ha hecho por primera vez con chocolate con leche y en

mujeres postmenopausicas.

La duracién de la intervencién es un aspecto relevante a considerar en la

interpretacion de los resultados. En el caso de nuestro experimento, la duracién
del consumo de chocolate fue de cuatro semanas (28 dias), incluyendo la

condicién de chocolate por la mafiana y por la noche.
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Aunque no se trata de una duracidn larga, debido al elevado aporte
caldrico del chocolate (542 kcal/dia), esperabamos poder detectar un efecto
sobre el peso corporal siempre y cuando no se compensara con una
disminucién de la ingesta caldrica ad libitum y/o con un mayor gasto energético

durante el experimento.

Ademas, estudios previos realizados con chocolate (sin incluir el

momento de la ingesta del mismo) han mostrado duraciones similares. Es el

caso del meta-analisis de Kord-Varkaneh H et al. (69), en el que de los 30

estudios seleccionados, la mayoria tuvo una duracion similar o inferior a la
nuestra (n=18); 11 estudios tuvieron duraciones mas largas (de 6 a 8

semanas), mientras que solo 1 estudio tuvo una duracién de 24 semanas.

La conclusién general de esta revision fue que el chocolate no tuvo un
efecto significativo sobre el peso corporal, de hecho en ensayos cuya duracion

era de 4 a 8 semanas, el peso corporal y el IMC no mostraban cambios

significativos (201}]202) con suplementos =30 g de chocolate por dia. Es el

caso de un estudio que realizaron Ried Karin et al. {201) en 2009, en el que

tras 8 semanas con una ingesta de 50 g/dia de chocolate, no se observaron
diferencias significativas en el peso, ni en el IMC. Sin embargo, y en contra de
lo esperado, cuando la duracion del consumo era menor (ensayos de <4

semanas de duracién), la ingesta de suplementos de chocolate producia un

aumento significativo del IMC (70(|71). Por el contrario, en duraciones mas

largas (ensayos de >8 semanas de duracion), el peso corporal se reducia

il

De hecho, Kord-Varkaneh et al. concluyeron que la duracion de la intervencion
no fue critica para los efectos del chocolate sobre el peso corporal, mientras
que, los efectos positivos en la circunferencia de cintura, si los hubo, fueron
mas evidentes con duraciones mas largas 200}/203([204). (Véase Figura
15).
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Figura 15: Impacto de la dosis de chocolate y la duracion de la intervencion en el peso

corporal, el IMC y la circunferencia de cintura de una revision sistematica anterior .
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En nuestro estudio con una ingesta de chocolate de 4 semanas de duracion, no
se produjo un aumento significativo del peso corporal. Aun asi, a la hora de
establecer recomendaciones, debemos tener en cuenta que aunque otros
trabajos muestran que para perder peso se requiere una mayor duracion del
consumo de chocolate , la recomendacién de una ingesta de 100 g/dia
de chocolate con leche durante un periodo de tiempo mas largo deberia
considerarse con precaucion. Harian falta mas estudios en los que se analice el
consumo de chocolate a horas diferentes del dia y con duraciones mas largas

de intervencion para poder llegar a conclusiones definitivas.

La cantidad de chocolate consumido es otro factor relevante a

considerar en estos estudios. En nuestro trabajo las voluntarias consumieron
100 g de chocolate al dia durante las cuatro semanas que duraron las

intervenciones con chocolate, mientras que en todos los estudios revisados por

Kord-Varkaneh H et al. {(69), la cantidad de chocolate consumido varié entre 6,3
y 100 g dia.

La importancia de los polifenoles

Es sorprendente que las voluntarias que han participado en esta tesis doctoral
no hayan engordado, y tratando de buscar una respuesta a nuestros
resultados, hemos comprobado que otros autores han encontrado la

explicacion en la presencia y concentracion de varios compuestos fendlicos en

el chocolate (36).

Un meta-analisis reciente llevado a cabo por Gonzalez Sarria et al. (67

en el ano 2017, sugiri6 que el consumo de compuestos ricos en flavanoles
podria reducir el IMC y la circunferencia de cintura. El cacao contiene una

cantidad elevada de epicatequinas, catequinas y procianidinas, lo que

podria explicar los resultados obtenidos 68). Aunque no se conocen los

mecanismos exactos, se han sugerido las siguientes vias de accién de los
flavanoles sobre factores implicados en el peso corporal y enfermedades

asociadas:

- Mejora de la sensibilidad a la insulina y de la pérdida de peso (205-207).
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- Disminucion de la expresion de genes involucrados en la biosintesis de

acidos grasos, colesterol y lipogénesis (208}|209).

- Incremento de la termogénesis y el gasto energético (205}|210).

- Efecto inhibitorio del cacao sobre la lipasa y la amilasa pancreatica
211).

- Disminucion del apetito a través de diferentes hormonas, como aumento

de GLP-1 y disminucion de la concentracion de ghrelina (1761(212).

Ali F et al. (213) en el ano 2016, llevaron a cabo un estudio con el fin de

investigar la actividad farmacolégica de los polifenoles del cacao sobre los
marcadores de obesidad visceral. Los resultados de este estudio explicaron en
parte los mecanismos implicados en los efectos favorables de estos polifenoles
sobre los marcadores de obesidad. Entre ellos, los polifenoles a) inhibian la
lipogénesis; b) disminuian la expresion de enzimas lipogénicas (acetil-
coenzima A carboxilasa, acido graso sintasa, malonil CoA:ACP aciltransferasa,
estearoil-coenzima A desaturasa); y c) promovian la expresion de los genes
relacionados con la oxidacion de la grasa como es la via de la AMPK (Protein
Kinasa Activada por AMP) (213).

La importancia de las metilxantinas

En la misma linea, otro estudio desarrollado por Yamashita et al. (214

en el afo 2018, revel6 que la metilxantina, alcaloide presente en el extracto de
cacao en forma de teobromina, disminuye la acumulacion de grasa en el
adipocito mediante el incremento de la expresion de la enzima lipolitica
(AMPK).

Teniendo en cuenta que tanto los polifenoles como las metilxantinas, cafeina,
teobromina y teofilina, son abundantes en otros alimentos y bebidas de
frecuente consumo, y puesto que las voluntarias continuaron con su dieta
habitual ad libitum, en este trabajo hemos analizado el contenido en estos

compuestos en la dieta.
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Nuestros resultados muestran que los habitos dietéticos durante las diferentes
condiciones fueron similares. De hecho, el tipo y la cantidad de alimentos ricos
en polifenoles y el contenido total de polifenoles de la dieta no difirieron
significativamente entre las condiciones cuando no se considero la ingesta de

chocolate.

Ademas, la epicatequina y la catequina (que son los principales
polifenoles del chocolate) no difirieron entre las condiciones objeto de estudio.
Por lo tanto, podemos concluir que tales efectos se debieron solo al chocolate
consumido por las voluntarias y no a otros alimentos/bebidas también ricos en
polifenoles. En lo que se refiere a la cafeina, el contenido de la misma fue
significativamente diferente entre las condiciones estudiadas, siendo
significativamente mayor en la condicién de manana que en la de noche (véase
Tabla 10).

Esta disminucién del peso corporal podria atribuirse a que poder tomar

un capricho dulce reduce los antojos y mejora la satisfaccion de una dieta

198). Asi pues, se ha sugerido que la restriccion de un alimento deseado,

como puede ser el chocolate, podria no ser adecuada para controlar el peso

215). De hecho, se ha demostrado en dietas bajas en calorias, una pérdida de

peso similar cuando el chocolate diario esta incluido o cuando esta prohibido

198). En este sentido, podemos afirmar que la prohibicidon de ciertos alimentos

considerados caprichos, como es el caso del chocolate, puede conducir a un

mayor abandono en programas de control de peso y a un menor éxito en los

resultados conseguidos en los mismos (198).

Los resultados contradictorios encontrados con anterioridad sobre la
conveniencia de recomendar chocolate por sus efectos sobre el peso corporal,
el IMC, o la adhesion a una dieta de adelgazamiento, asi como la escasez de
ensayos realizados con chocolate con leche y con una duracién de la
intervencién relativamente corta, ponen de manifiesto la necesidad del trabajo

llevado a cabo en esta tesis doctoral.
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En resumen sobre el objetivo 1: podemos concluir tras los resultados
obtenidos que la ingesta de 100 g de chocolate con leche durante las cuatro
semanas de intervencion (14 dias por la mafiana, y 14 dias por la noche) no
afecta significativamente al peso, al IMC, ni al porcentaje de grasa corporal.
Ahora bien, la recomendacion de esta cantidad de chocolate con leche a largo
plazo debe hacerse con precaucion debido a la gran carga caldrica de este

alimento siendo recomendable la realizacion de estudios posteriores.
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2. Sobre el posible papel de la ingesta y el gasto energético en
la ausencia de aumento de peso tras la ingesta de chocolate

Uno de los propositos de esta tesis doctoral ha sido averiguar los posibles
mecanismos que ayudan a explicar la ausencia de aumento de peso tras la

ingesta de chocolate con leche, alimento de gran densidad caldrica.

El balance de energia en el individuo se explica mediante una ecuacion
con dos brazos, la ingesta y el gasto energético. Nos adentramos en cada una
de las partes de esta ecuacion para tratar de dar respuesta al porqué de la

ausencia de aumento de peso.

2.1 En relacion a la ingesta energética

De acuerdo con estudios previos (216), nuestros resultados muestran que el

chocolate redujo el hambre, el apetito y el deseo de dulces, lo cual coincide y
puede estar relacionado con la reduccién observada en la ingesta de energia
ad libitum de las voluntarias. Esto sucedié a pesar de que las voluntarias

consumieron chocolate con leche, que ha demostrado tener menos efecto en la

disminucién del apetito que el chocolate negro (217).

Los resultados respecto al hambre, el apetito y el deseo de dulces, se
obtuvieron del test de escala visual que realizaron las participantes durante los
tres ultimos dias de cada condicidn. Se aprecié una disminucion significativa en
estas tres sensaciones especialmente cuando tomaban el chocolate en la

condicién de noche.

En los ultimos afos, se han realizado diversos estudios que analizan el

efecto del chocolate puro sobre el apetito, frente al chocolate con leche. Es el

caso de un estudio llevado a cabo por Sgrensen y Astrup (218) en el afio 2011,

en el que demostraron en un grupo de jovenes sanos, que el consumo de 100
g de chocolate negro (con un 70% de cacao) promovio la saciedad, redujo el
hambre y la ingesta de energia ad libitum en la siguiente comida, en
comparacion con una cantidad equivalente de chocolate con leche (con un 30%

de cacao).
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En 2014, otro grupo de investigacion liderado por Akyol et al. {219),

demostrd que la sustitucion del chocolate con leche por chocolate puro, en una
receta tradicional turca, reducia de forma significativa el consumo de energia

ad libitum en el almuerzo.

Mas recientemente, en el afio 2017, se realizd un experimento en
mujeres postmenopausicas con el fin de comparar los efectos de la ingesta de

chocolate puro, chocolate con leche y chocolate blanco sobre la ingesta

posterior {217). Los resultados mostraron que, para las mujeres que consumian

chocolate, el chocolate de eleccion deberia ser el puro por su efecto

beneficioso al moderar la ingesta total de energia de la dieta (217).

Tal y como se ha indicado en el apartado de resultados, en nuestro
experimento las voluntarias redujeron espontaneamente su consumo de
energia ad libitum en un 16% al tomar chocolate con leche por la mafana y (P=
0,01). Como era de esperar, hemos observado que aquellas mujeres que
ganaron menos peso tomando el chocolate en la condicién de noche fueron las

que compensaban mejor la ingesta caldrica.

Componentes especificos del chocolate podrian ser responsables de
este efecto compensatorio. Se ha demostrado en un estudio que comparé
varias mezclas de cacao, que éstas solo se asocian con una disminucion
significativa en la ingesta de alimentos cuando se complementan con

epicatequina, un flavonoide antioxidante presente en el chocolate, mientras que

no sucede lo mismo con una mezcla de cacao sin epicatequina (220). Nuestras

voluntarias presentaron un aumento en el consumo de polifenoles totales de
854,34 mg por dia (principalmente epicatequina y catequina) debido al
chocolate con leche ingerido (100 g), mientras que no se encontraron
diferencias significativas en el contenido de polifenoles de otros alimentos
consumidos. Ademas, la adherencia a la Dieta Mediterranea, caracterizada por
alto contenido en polifenoles, fue similar entre las condiciones objeto de estudio
(véase Tabla 10). De estos resultados se deduce, que el aumento de
polifenoles debido al chocolate, podria estar influyendo en la reduccion de

ingesta energética cuando se consumio chocolate.
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Pensamos que la composicion de macronutrientes del chocolate con
leche también puede ser responsable de esta compensacion caldrica (ver
Figura 9A). De hecho, al tomar chocolate en la condicion de manana, las
voluntarias disminuyeron su consumo de energia ad libitum al reducir la grasa
(-17 a 7 g/d) y los carbohidratos (-27 a 17 g/d) comparado con la condicion de
control (P<0,05), y no hubo diferencias significativas en cuanto a las proteinas
(P>0,05). Estos resultados coinciden con la ingesta adicional de
macronutrientes que supone el consumo de chocolate con leche, el cual es rico
en grasas (31 g) y carbohidratos (58 g), y bajo en proteinas (6 g) (Tabla 12).
Las participantes compensaron el 53% de los carbohidratos aportados por el
chocolate y, en menor medida, en un 45%, la grasa aportada por el chocolate
(P<0,05).

Tabla 12: Composicion nutricional del chocolate con leche extrafino
Nestle ®, utilizado en el presente estudio.

Informacion nutricional

1009 % IR
Calorias 542 Kcal 5%
Valor energético 2.264 kJ
Grasas totales 31,1g 8%
Acidos grasos saturados 17,99 16%
Hidratos de carbono 58,4¢ 4%
AzUcares 57,59 11%
Fibra alimentaria 1,89
Proteinas 6,39 2%
Sal 0,16 g 1%
Vitaminas y Minerales

100g

167 mg

Calcio 21% VRN

(% IR: Ingesta de Referencia de un adulto medio (8.400 kJ/2.000
kcal); VRN: Valores de Referencia de Nutrientes). Una tira de
17,8 g equivale a 5 onzas de chocolate.
https://es.openfoodfacts.org/producto/7613035268388/chocolate-
con-leche-nestle.
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La percepcion de hambre y de apetito por dulce son variables
dificiles de cuantificar ya que se trata de sensaciones subjetivas. En el disefio
de este trabajo se escogi6 un cuestionario llamado VAS (Visual Analogic Scale
o también conocido como test de escala visual analdgica), por ser el que mejor
nos permite medir los cambios en ambas sensaciones tras la ingesta de
chocolate en diferentes momentos del dia. Como hemos explicado en el
apartado de material y métodos, las voluntarias realizaron este cuestionario en

diversos momentos del dia durante los tres ultimos dias de cada condicion.

Este cuestionario utiliza una escala de respuestas psicométricas. Se
trata de un instrumento de medicién que intenta cuantificar una caracteristica,

actitud o sensacién que aunque es continua puede presentar variaciones y que

no se mide facilmente de forma directa {(221). Al responder sobre el hambre o

el apetito por dulce, las encuestadas marcaron una posicién a lo largo de una
linea continua entre dos puntos finales, cuantificando asi sus sensaciones para

un momento determinado de dia.

La disminucidon del hambre y del apetito por dulce que han experimentado las
participantes, ha podido contribuir a la reduccién voluntaria de la ingesta

energética total que se ha producido cuando tomaban chocolate.

Nuestros resultados muestran ademas, que los valores diarios de
cortisol fueron significativamente mas bajos al tomar chocolate en la condicion

de mafana que en la de noche. En el afio 2000 se publicé un estudio realizado

por Epel et al. (222) en el que se planteaba como hipdtesis que los elevados

valores de cortisol que se generan en respuesta al estrés, pueden llevar a
comer después de una situacion de este tipo. Para probarlo, estos
investigadores expusieron a 59 mujeres premenopausicas sanas a una sesion
de estrés y a otra de control en diferentes dias. Las mujeres que tuvieron
valores mas altos de cortisol comieron mas el dia del estrés. Mientras que
valores mas bajos de cortisol se relacionaron con un apetito mas bajo asociado
al estrés, lo que pensamos puede ayudar a explicar en parte la mejor

compensacion calorica que se ha observado en nuestras voluntarias cuando

han tomado chocolate en la condicion de mafana (222).
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Factores psicolégicos, tales como una menor percepcion de restriccion
al no existir prohibicion sobre la ingesta de ningun alimento y al consumir un
alimento considerado por muchas personas como un capricho, asi como la
reduccion del apetito relacionado con el estrés (cortisol), pueden estar
influyendo en la reduccién de la ingesta de energia, independientemente del
estado de energia del individuo o de la palatabilidad de los alimentos
consumidos (198]|223}|224).

La disminucién del deseo de dulces puede también estar relacionada
con la reduccién de los antojos y con la adhesién y satisfaccion del

seguimiento de una dieta, lo cual se asocia al sentimiento de placer y

celebracidon relacionado con la ingesta de chocolate (225). Varios estudios

previos (225(|226) mostraron que aquellos individuos que asociaban la ingesta

de pastel de chocolate con sentimiento de culpa, tenian menor control sobre el
comportamiento alimentario y mayor tendencia a conductas alimentarias poco
saludables, en comparacion a las personas que asociaban pastel de chocolate

a celebracion. En la misma direccion, otra investigacion llevada a cabo por

Piehowsky et al. {198) en el afio 2011, en mujeres con sobrepeso u obesidad,

mostré mejoras en las medidas antropométricas y de composicion corporal,

tras una dieta baja en calorias que incluia una merienda diaria con chocolate.

Sin embargo, a pesar de todos estos factores en el presente estudio, la
disminucién en la ingesta de energia que se produjo no fue suficiente
para compensar completamente la energia extra derivada de la ingesta de
chocolate por parte de las participantes en el estudio, por lo que otros factores
ademas de este, deben estar influyendo en que las participantes no engorden

con el chocolate.

2.2 En relacion al gasto de energia

El otro brazo de la ecuacion para el balance de energia, ademas de la ingesta,

es el gasto de energia (69[|176). De hecho, el sobrepeso y la obesidad son

considerados como el resultado de un balance calérico positivo, es decir, un
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desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético, siendo la ingesta mayor que

el gasto (47).

Nuestros resultados mostraron un aumento del 6,9% en la actividad fisica de
las voluntarias al consumir chocolate en la condicién de noche en comparacion
con la de control. Las diferencias en el promedio de la actividad fisica fueron
significativas durante la noche y el dia (véase Figuras 10A, 10B y 10C del

apartado de resultados).

Respaldado por muchos estudios cientificos y por la experiencia comun,

actualmente la obesidad se atribuye a un exceso de consumo de calorias en

relacion al trabajo realizado (53). Esto se expresa popularmente como

“calorias que entran y calorias que salen”. Crear un déficit en este equilibrio

conduce a una pérdida de peso independiente de si se produce por una menor

ingesta caldrica o por un aumento en el gasto de energia {53). Las calorias que

“salen” o dicho de otro modo que se gastan o consumen corresponden a: 1. El
requerimiento de energia en reposo o metabolismo basal; 2. Actividad fisica:
que puede considerarse la suma de la actividad basal de la vida diaria y la
actividad deliberada o también conocida como ejercicio especifico; 3. En menor

medida, a la termogénesis producida por los alimentos.

Por tanto, un mecanismo para aumentar el gasto de energia podria ser
el aumento espontaneo de la actividad fisica después de una ingesta

calodrica elevada.

En el presente estudio la actividad fisica se determiné mediante el uso
de un actimetro, herramienta que nos ha permitido analizar la actividad de las
voluntarias de forma objetiva. Nuestros resultados muestran un aumento de la
actividad fisica, en especial cuando el chocolate se consumié por la noche.
Este aumento de actividad se realiz6 de forma espontanea en las mujeres
estudiadas tanto por la noche (después del consumo de chocolate), como por

el dia.

A este aumento de energia por la actividad fisica, hay que sumarle que las

participantes experimentaron una disipacion de calor mayor tras ingerir
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chocolate en la condicion de noche que cuando no comian chocolate (ver
Figura 10D). Esta diferencia fue significativa en el promedio de la noche (desde
00:00 a las 05:00 h) (véase Figura 10E en el apartado de resultados), al igual
que también lo fueron en periodos especificos durante el dia (véase Figura
10F). Concretamente durante la mafana (desde las 10:00. a las 12:00h.), en el
periodo postprandial después del almuerzo (desde las 16:00 a las 19:00h.) y
después de cenar (desde las 21:00 a las 22:00 h) lo que nos hace pensar que
esta mayor disipacion de calor puede estar relacionada con un aumento de la

termogénesis inducida por los alimentos.

El contenido en teobromina presente en el chocolate puede también
estar involucrado en estos resultados, al menos en el aumento de la

temperatura corporal durante la noche, porque se sabe por investigaciones

previas que la teobromina aumenta la produccién de calor (227) y que se

producen picos de teobromina en plasma alrededor de 2 horas después del
consumo de chocolate, mientras que la vida media de este polifenol es de 7 a 8
horas (228}|229).

Este aumento observado en la actividad fisica y en la disipacion de calor,
podria ser parte del mecanismo por el cual cuando las voluntarias consumieron
chocolate en la condicion de noche, a pesar de tener un exceso de calorias y

una menor compensacion calodrica, no aumentaron de peso corporal.

2.3 Cambios en el sueno y en variables circadianas

Otros de los indicadores estudiados que podrian explicar la ausencia de
aumento de peso en las voluntarias de nuestro experimento, son los posibles
cambios producidos por la ingesta de chocolate en las caracteristicas del suefio

y en las variables circadianas.

La Figura 16 representa los llamados mapas de calor, en los cuales se
representan los cambios que se produjeron durante las 24h del dia en la
temperatura periférica de las participantes. La visualizacion de estos mapas,
nos hace pensar que todas las participantes mantuvieron un ritmo diario de

temperatura, con valores elevados durante la fase de suefo y valores de
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temperatura mas bajos durante el dia. Este ritmo diario de temperatura se
produjo independientemente de si tomaban o no chocolate, o si lo hacian en la

condicidon de mafiana o en la de noche.

MAPA DE CALOR

CONTROL
DIAS

MANANA
DIAS

1920212223 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18

Figura 16: Representa los cambios de temperatura que se producen en las voluntarias
durante las 24 horas del dia para cada una de las condiciones objeto de estudio. Por la
noche, la temperatura varia entre 34 °C y 35 °C, mientras que durante el dia oscila
entre 31 °Cy 34 °C.

No encontramos diferencias significativas segun la evaluacion objetiva
de las voluntarias, en la duracion del sueno nocturno entre las distintas

condiciones.

133



DISCUSION

Sin embargo, nuestros resultados que se muestran en el mapa de calor,
sugieren que la ingesta de chocolate en la condicion de noche produjo una
mejor sincronizacion de los episodios de suefio y por tanto una mayor
regularidad del sueno que en la condicidn control, tanto dentro de cada mujer
como entre ellas. Estos resultados se comprobaron con el registro diario de las

mujeres estudiadas.

La regularidad del suefio, entre otras caracteristicas, es vital para apoyar
practicamente todos los aspectos de la salud humana. En particular, un suefio

alterado puede desempefar un papel importante en el desarrollo de la

enfermedad cardiometabdlica (230). De hecho Wittmann et al. (231) tras un

estudio publicado en 2006, mostraron que cambios frecuentes en los horarios
de sueno (la falta de regularidad), concretamente en las horas de inicio y final
del suefio, podian contribuir a la desincronizacion circadiana, ya que el sistema

circadiano intrinseco tarda en adaptarse.

En un estudio reciente, desarrollado por Lundsfor et al. y publicado en

2020 (232), en el que se evalud la validez del indice de regularidad del

sueno, se mostr6 una mayor irregularidad del suefio con un aumento en
obesidad, hipertension, y con elevados valores de glucemia en ayunas, asi
como con un aumento del riesgo de sufrir enfermedad cardiovascular, entre
otras alteraciones metabdlicas. También se mostraron asociaciones entre la
regularidad del suefio y el aumento de variables psiquiatricas como son el
estrés percibido y la depresién. Otros estudios han relacionado los patrones de

sueflo con variaciones en la mortalidad total y en la incidencia de

enfermedades cardiovasculares (233}|234).

De forma similar, estudios previos han puesto de manifiesto que
alteraciones en los ritmos circadianos del individuo, también pueden
predisponer a alteraciones metabdlicas, independientemente del efecto de la
falta de sueno (235-237).

Se esperaria que el consumo de esta elevada cantidad de chocolate en
la condicidn de noche pudiera causar insomnio debido al elevado contenido de

teobromina del chocolate. Sin embargo, no encontramos diferencias
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significativas en la fragmentacion del suefio y no podemos deducir de nuestros

datos que el sueino se haya alterado en las mujeres estudiadas.

Una caracteristica de las poblaciones con baja incidencia de enfermedad
coronaria, como es la poblacibn mediterranea, en comparacién con

poblaciones con alta incidencia de esta enfermedad, es la siesta.

Fruto del trabajo desarrollado en esta tesis, hemos obtenido una asociacion
significativa entre tomar chocolate en la condicion de mafana y un aumento en
la frecuencia de la siesta en comparacién con el control (4 £ 0,49 dias de
siesta/mes; 1 + 0,21dias de siesta/mes; P= 0,019). Por el contrario,
observamos que cuando la ingesta de chocolate se produjo en la condicidén de

noche no se aprecio asociacion alguna con la frecuencia de dormir la siesta.

En estudios previos se ha descrito que dormir la siesta tiene un impacto

metabdlico importante (238). Trichopoulus et al. (238), en 1987 desarrollaron

un estudio para evaluar el efecto a largo plazo de la siesta y de su duracion.
Los resultados mostraron que una siesta de 30 minutos se relacionaba con una

reduccion de casi el 30% en la incidencia de enfermedad cardiovascular.

En un estudio posterior, publicado en 2019 y llevado a cabo por

Mengxue Chen et al. (239), los autores exploraron en una poblacién china la

relacion entre la duracién del suefio nocturno y de la siesta, con la composicion

corporal. Los resultados mostraron que los sujetos que durmieron siesta tenian

una menor prevalencia de sobrepeso (239). Aun asi estudios previos llevados a

cabo por nuestro grupo son contradictorios, y sugieren que el efecto de la
siesta sobre la salud, depende de la genética. Cuando se estudio la genética
de la siesta, y se estimé si la siesta era causa de obesidad, mediante una
metodologia de Randomizacién Mendeliana, nuestros resultados mostraron

que la siesta podria ser causa de obesidad para la poblacion global

(aproximadamente 500.000 sujetos de Inglaterra) (240). Sin embargo, pudimos

comprobar la existencia de diferentes subtipos genéticos de siesta y que el
efecto de la siesta era beneficioso para unos subtipos, y perjudicial para otros.

Hace faltan mas estudios al respecto.
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En su conjunto, nuestros resultados relativos al efecto del chocolate y la
hora de ingesta del mismo, sobre el suefo, tanto sobre la regularidad de suefio
nocturno, como sobre la frecuencia de la siesta, podrian explicar en parte las
diferencias existentes en el efecto del chocolate sobre el peso corporal y sobre

el metabolismo, segun se ingiera por la mafiana o por la noche.

En resumen en relacién al objetivo 2: la disminucién voluntaria de la ingesta
energética ad libitum, asi como el aumento del gasto de energia, pueden ser la
clave que explique porqué las voluntarias no aumentaron de peso a pesar de
tomar un aporte extra de energia procedente del chocolate.

La reduccién voluntaria de la ingesta estaria avalada por una
disminucién de la sensacion de hambre y apetito por dulce, por una reduccién
en los valores de cortisol e incluso por la propia composicion nutricional del
chocolate. En cuanto al gasto energético, el aumento espontaneo de actividad
fisica y la mayor disipacion de calor que se observa con la ingesta de chocolate
en la condicion de noche, podrian contribuir a aumentarlo.

Por otra parte, los resultados sobre el suefo y la siesta también podrian
afectar a los efectos metabdlicos del chocolate y a la ausencia de aumento de
peso. Concretamente hemos obtenido que la ingesta de chocolate en la
condicion de manana se asocia de forma significativa con una mayor

frecuencia en la siesta.
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3. Efectos metabdlicos inducidos por el consumo de chocolate

Tabla 13: Diferencias en los efectos de la ingesta de chocolate segun la

hora de consumo y en comparacion con la condicion de control, sobre el

peso corporal, la distribucion de la grasa corporal, la ingesta y el gasto

energético, la composicion y la funcion de la microbiota intestinal y

sobre diferentes variables metabdlicas y circadianas.

Antropometria

Peso corporal
Circunferencia de cintura
Ingesta de energia

Cambio en la ingesta de energia

ad libitum

Cambio en la ingesta de grasa

ad libitum

Cambio en la ingesta de HC ad

libitum
Apetito por dulce
Hambre

Valores de cortisol

Gasto energético

Actividad fisica por la noche
Actividad fisica durante el dia
Oxidacion de lipidos
Oxidacion de carbohidratos
Disipacién de calor de la piel
Metabolismo de glucosa
Glucosa basal (ayunas)
Microbiota

Firmicutes
(Uncla_Lachnospiraceae)
AGCC (Isobutirato)

Manana/
Control

!

!
!

Sin efecto
Sin efecto

Sin efecto
Sin efecto

T
!

Sin efecto

Sin efecto

Sin efecto

Variables de sueno y circadianas

Frecuencia de siesta

1

Noche/
Control

Sin efecto
Sin efecto

Sin efecto

!
!

Sin efecto

T
T

Sin efecto
Sin efecto

1

Sin efecto

l
T

Sin efecto

Noche/
Manana

Sin efecto
Sin efecto

Sin efecto

Sin efecto

Sin efecto

Sin efecto

Sin efecto

Todas las variables mostraron resultados significativos en el test ANOVA, excepto las

variables antropométricas que no fueron significativas y por tanto no se realizardon

analisis post hoc *. La direccién de la flecha indica aumento o disminucién de la

primera condicion mencionada respecto a la segunda. P< 0,05 prueba post hoc de

Fisher.
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Los resultados obtenidos del presente trabajo nos permiten afirmar que
el chocolate produce diferentes efectos metabdlicos segun el momento de la
ingesta sea por la mafana o por la noche. En la tabla anterior se representa un
resumen de todos los efectos metabdlicos producidos por el chocolate segun la

hora de su consumo.

Este es el primer trabajo que demuestra que cuando hablamos de los efectos

metabalicos del consumo de chocolate el “cuando” es importante.

3.1 Sobre la oxidacion del sustrato

Con el fin de averiguar si se producian diferencias significativas sobre la
oxidacion de lipidos o carbohidratos tras la ingesta de chocolate, el ultimo dia
de cada condicion se sometié a las voluntarias a una calorimetria indirecta.
Como resultado de la misma, podemos concluir, que la hora en la que se
consumié el chocolate dio lugar a un cambio del sustrato energético utilizado
en condiciones de ayuno y reposo (metabolismo basal). Cuando tomaron el
chocolate en la condicion de manana se produjo una mayor oxidacion de
lipidos, exactamente se produjo un aumento del 25,6%, comparado con la
condicion de noche. Por el contrario, cuando toman el chocolate en la condicion
de noche se produjo una mayor oxidacion de carbohidratos, exactamente un

incremento del 35,35%, en comparacién con la condicion de mafana.

Estos resultados también pueden estar relacionados con la teobromina y

otras metilxantinas presentes en el chocolate que se ha demostrado que

aumentan la termogénesis y la oxidacién de lipidos (241), y con el contenido en

flavonoides (epicatequina o catequina), ya que otros alimentos o bebidas con

contenidos similares al chocolate de epicatequina o catequina han mostrado un

aumento de la oxidacion de grasas (242).

Varios estudios llevados a cabo entre los afios 2010 y 2017, han

mostrado que la oxidacién del sustrato varia segun la ingesta dietética de

macronutrientes (243-245). Recientemente en un estudio realizado por Volek

JS et al. en 2015 (57), se ha demostrado que las dietas ricas en grasas

promueven la oxidacion de lipidos y mejoran el rendimiento en el ejercicio
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fisico. En la misma linea se ha demostrado que las dietas que tienen
proporciones mas elevadas de un macronutriente especifico, como puede ser

grasa o hidratos de carbono, han mostrado una mayor capacidad para oxidar el

macronutriente consumido en mayor cantidad (246-248).

Lo interesante de nuestros resultados es que los cambios que apreciamos en la
oxidacion del sustrato son independientes a la composicion de la dieta, y

estarian relacionados con el momento de la ingesta.

Un trabajo prospectivo desarrollado por Froidevaux et al. en el afio 1993

60), en 10 mujeres obesas a las que sometieron a una dieta de pérdida de

peso demostrd que las buenas respondedoras a programas de pérdida de peso
presentaban tasas de oxidacion de lipidos mas elevadas que aquellas que
experimentaron recaidas y recuperaban el peso perdido. Este estudio ademas
confirmd la gran variabilidad que se produce entre individuos en la
recuperacion de peso después de una dieta de adelgazamiento, y que esta

variabilidad puede explicarse por la diferente capacidad de oxidacion de lipidos

que existe entre ellos .

Anteriormente, en el afio 1990, Zurlo et al. {(249) demostraron que una

oxidacion reducida de la grasa, que lleve a un equilibrio positivo de la misma,
podria ser un factor importante en el desarrollo de la obesidad. Asi una
oxidacion reducida de lipidos se identificaba como el factor mas importante

(frente a otros factores conductuales vy fisioldgicos) para la recuperacion del

peso corporal después de una pérdida de peso exitosa (249).

Si tenemos en cuenta que la menopausia es un periodo en la vida de la
mujer en el que aumenta el riesgo de sobrepeso, inducir una mayor oxidacion
de lipidos, como sucede cuando toman chocolate en la condicién de

manana, podria resultar muy beneficioso.

Aunque investigaciones realizadas en afios anteriores (1995 y 2004)

250((251) sobre grupos de poblacién no tradicionales, como son las personas

que sufren trastornos de comportamiento alimentario o los comedores
nocturnos, no mostraron efectos favorables tras la ingesta de alimentos en

momentos previos al suefio. Otros estudios posteriores, desarrollados entre los
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anos 2011 y 2014 (252-255), mostraron que la ingesta de un alimento rico en

un determinado nutriente como podian ser las proteinas o los hidratos de
carbonos, en el periodo nocturno o inmediatamente antes de dormir,

desencadenaban resultados fisiologicos favorables.

Asi mismo, la oxidacién de carbohidratos que induce el chocolate

cuando se toma en la condicion de noche es acorde con un estudio previo

desarrollado en 2016 por Ormsbee et al. {256). El objetivo de esta investigacion

fue examinar los efectos agudos de tomar leche con chocolate antes de dormir
en la hidratacion, el metabolismo y el rendimiento en la carrera a la mafana
siguiente. Para ello 12 mujeres atletas tomaron al azar leche con chocolate o
placebo, 30 minutos antes de irse a dormir y entre 7 y 9 horas antes del
ejercicio matutino. Los resultados de este trabajo mostraron que tomar leche
con chocolate antes de dormir podia alterar el metabolismo de ejercicio y
reposo a la manana siguiente, favoreciendo la oxidacion de

carbohidratos, aunque este efecto no se tradujera en una mejora del

rendimiento en la carrera (256).

En conclusion, tomar chocolate en la condicion de noche puede
aumentar a la mafana siguiente las reservas endodgenas de carbohidratos en
forma de glucdégeno del musculo y el higado o la concentracion de insulina, y
debido al espacio reducido que tiene el organismo para almacenar

carbohidratos en comparacion con grasas, se podria promover la utilizacién de

estos carbohidratos (257).

Por lo tanto, la ingesta de chocolate por la noche podria ser
aconsejable para favorecer el rendimiento al dia siguiente durante
ejercicios de alta intensidad o ejercicios prolongados, para evitar el

agotamiento del glucégeno hepatico y muscular.

En resumen sobre el objetivo 3: en relacién a los diferentes efectos
metabdlicos del chocolate podemos concluir diciendo que la ingesta de

chocolate en la condicion de mafana induce una mayor oxidacién de lipidos.
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Mientras que el chocolate en la condicion de noche, induce una mayor
oxidacion de carbohidratos que podria ser aconsejable para mejorar el

rendimiento al realizar un ejercicio de alta intensidad al dia siguiente.
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4. Sobre el efecto de la ingesta de chocolate sobre la

glucemia

Considerando los resultados obtenidos en el presente trabajo con respecto a la
glucosa, podemos concluir que la ingesta de chocolate en la condicion de
mafana disminuye de forma significativa la glucosa basal con respecto a la
condicién sin chocolate, mientras que el chocolate en la condicién de noche,
comparado igualmente con la condicidon de control, aumenta los valores de

glucosa basal.

Aunque el cacao presenta numerosos compuestos potencialmente
bioactivos, los beneficios para la salud asociados a su consumo,
probablemente se deban a la presencia de un alto contenido en flavonoides, en

concreto a unos derivados de estos llamados flavanoles.

La administracion dietética de flavanoles de cacao puede ser una
estrategia complementaria efectiva para alivio o prevencion del sindrome
metabdlico, particularmente de la intolerancia a la glucosa. El cacao es

generalmente considerado como la fuente de flavanoles mas concentrada de la

dieta con el mayor potencial antioxidante (258).

La compleja composicion del flavanoles del cacao proporciona la
capacidad de interactuar con una gran variedad de moléculas, promoviendo
numerosas oportunidades para mejorar las enfermedades metabdlicas. Estas
interacciones principalmente ocurren en el tracto gastrointestinal, donde la

concentracion de flavanol procedente del cacao es alta, posteriormente debido

a su escasa biodisponibilidad esta concentracion disminuye (176).

En el afno 2016, Strat et al. (176) realizaron una revision de estudios

tanto en animales como en humanos, con el objetivo de avanzar en el
conocimiento de los mecanismos de accion de los flavanoles del cacao y en el
potencial terapéutico de este alimento en el sindrome metabdlico. Las
conclusiones de esta revision fueron que los flavanoles del cacao parecen
disminuir el sindrome metabdlico, y especificamente las alteraciones que se

producen en la homeostasis de la glucosa, por varios mecanismos intermedios.

142



DISCUSION

En primer lugar, el cacao podria reducir la liberacion de glucosa después
de una comida, al ralentizar la digestion de los carbohidratos, inhibiendo las

enzimas digestivas y los transportadores de glucosa, y promoviendo un efecto

incretinas (176). La probabilidad de que esto suceda aumenta tras la ingesta de

una dosis aguda de cacao, y puesto que estos mecanismos tienen lugar
preferentemente en el intestino la escasa biodisponibilidad de estas sustancias

no actua como un factor limitante.

En segundo lugar, el consumo crénico de cacao puede conducir a
cambios beneficiosos en la microbiota intestinal, como veremos con mas
detalle en apartados posteriores de esta tesis doctoral, que mejoren la funcion
barrera e impidan la circulaciéon de la endotoxina con el beneficio que esto
supone para evitar la respuesta inflamatoria. Los polifenoles son estables a

través del transito gastrico e intestinal por lo que llegaran al coldn intactos y no

sera tampoco en este caso la biodisponibilidad un factor limitante (176).

Y en tercer lugar los polifenoles del cacao podrian actuar en los tejidos
periféricos, mejorando la funcién de la células 3 del pancreas y la sensibilidad a

la insulina en el musculo esquelético, aunque estos efectos estarian limitados

por la escasa biodisponbilidad de los flavanoles (176).

En definitiva, el chocolate puede mejorar la homeostasis de la glucosa al
disminuir la digestion y absorcion de carbohidratos en el intestino. De
hecho, se ha demostrado que el cacao disminuye la velocidad y el alcance de
la digestion de macronutrientes al unirse y antagonizar las enzimas digestivas
176).

La cuestion que nos planteamos tras los resultados obtenidos en el
presente trabajo, es por qué este efecto se produce cuando el chocolate se

consume por la mafiana y no cuando se toma por la noche.

En este trabajo estamos demostrando que el chocolate es mas
saludable desde el punto de vista de la prevencion de diabetes y en el
metabolismo de los carbohidratos cuando su ingesta se produce por la mafana

que por la noche. Estos resultados coinciden con estudios previos de nuestro

grupo de investigacién (112) que muestran que por la manana el tejido adiposo
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presenta una mejor respuesta a la accion de la insulina, es decir que la
sensibilidad a la insulina en el tejido adiposo es mayor por la mafiana que por
la noche, lo que podria ayudar a entender porque una gran cantidad de
chocolate como ésta (100g) y un elevado consumo de carbohidratos se tolera

mejor por la mafana que por la noche.

Otros resultados de nuestro grupo muestran que el consumo de
carbohidratos por la mafana, durante las dos primeras horas al levantarse,

tiene un efecto metabdlico mas favorable que cuando se toma por la noche,

durante la dos ultimas horas antes de acostarse (92). Todo esto podria

relacionarse también con el comportamiento de los ritmos circadianos en

nuestro organismo en relacion al metabolismo de la glucosa y a la accion de la

insulina (259). De hecho se sabe que la insulina en general se secreta mejor

por las células B del pancreas por la mafana que por la noche y ademas que la
resistencia a la accidn de la insulina después de una carga oral de glucosa

elevada es mucho mayor por la noche que por la mafana.

En definitiva todo esto podria ayudar a explicar por qué la ingesta de
chocolate por la mafiana da lugar a una disminucion de la glucemia basal y no
es asi con la ingesta de chocolate por la noche. Entendemos que gran parte de
los estudios realizados, que encuentran una accién beneficiosa del chocolate
sobre la glucemia, realizaban la ingesta de chocolate por la mafana, aunque la
mayoria de ellos no especifican la hora de ingesta, pero podria ser asi y

contribuir de esta forma al efecto beneficioso.

En 2017 Ramos et al. (260) realizaron una revision de los estudios mas

relevantes publicados en la década anterior en cultivos celulares, modelos
animales y estudios en humanos. La mayoria de los resultados obtenidos
apoyaban un efecto antidiabético en los flavonoides del cacao al mejorar la
secrecion y sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos, ejercer un efecto
hipolipemiante y prevenir la oxidacion e inflamacion, todos ellos procesos
considerados como danos asociados a la enfermedad diabética. Si bien se
podria sugerir que el consumo diario de flavonoides de cacao o chocolate
negro constituiria una herramienta preventiva util para el tratamiento de la

diabetes tipo 2, esta recomendacion debe hacerse con gran cautela ya que la
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mayoria de los derivados de cacao o chocolates solubles contienen poca
cantidad de flavonoides y son ricos en azucar y calorias que pueden agravar el

control glucémico en pacientes con diabetes tipo 2.

De hecho, Strat et al. (176) en la revision comentada previamente,

insistieron en la necesidad de realizar nuevas investigaciones en las que se
caracterizara el tipo de chocolate y el contenido de la dieta, asi como el disefio
del experimento, si el consumo de chocolate era agudo o cronico. Estos
requerimientos contribuyen a justificar el interés de nuestro trabajo que se

realizd con chocolate con leche y con un consumo agudo.

En resumen sobre el objetivo 4: Podemos afirmar que el chocolate puede
mejorar la homeostasis de la glucosa al enlentecer la digestion y disminuir la

absorcion de carbohidratos en el intestino.

El hecho de que estudios previos hayan mostrado una mayor
sensibilidad del tejido adiposo a la insulina por la mafana que por la noche, y
que la insulina en general se secrete mejor por las células 8 del pancreas por la
mafana que por la noche, podrian ayudar a explicar por qué la glucemia
disminuye tras 14 dias de ingesta de chocolate por la mafana y esto no sucede

cuando el chocolate se consume por la noche.
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5. Sobre los cambios en la composicién y funcion de la
microbiota intestinal

De acuerdo con estudios previos {261||262), nuestros resultados muestran que

la ingesta de chocolate presenta un impacto relevante sobre la composiciéon y
diversidad de la microbiota intestinal, con independencia del momento en que
se consume. A la vez que se observa un aumento significativo en la variabilidad
interindividual de diferentes especies bacterianas tras la ingesta de chocolate,

en comparacion con la condicion en la que no toman chocolate (control).

Durante los ultimos afos, el microbioma intestinal, se ha convertido en
un campo de investigacion muy popular. El término microbioma se refiere no
s6lo al numero total de microorganismos sino también a su material genético,
mientras el término microbiota hace referencia a la poblacion microbiana

presente en los diferentes ecosistemas del organismo.

Se sabe, que las comunidades microbianas comensales del aparato
digestivo humano constituyen un conjunto diverso y complejo y que tienen un
impacto significativo sobre la salud humana. Se cree ademas, que la dieta

juega un papel importante en el desarrollo y mantenimiento de una microbiota

intestinal saludable (168||169). Ademas, se han establecido vinculos entre la

composicidn de la micobiota y el riesgo de presentar obesidad o sindrome

metabodlico (169).

La importancia de la microbiota radica en su funcién, algunas especies
bacterianas estan relacionadas con la produccion de acidos grasos de cadena

corta, que mejoran el estado de la mucosa en el colén y la funciéon barrera

intestinal (174}|175). Es posible que el chocolate pueda modular las actividades

de ciertas especies microbianas en el intestino.

Por otra parte, el chocolate es considerado un compuesto prebiotico por

ser rico en polifenoles, de entre los cuales destacan los flavanoles (263). Nos

referimos a prebidticos cuando hablamos de ingredientes alimenticios no
digeribles que afectan de manera beneficiosa al huésped estimulando de forma

selectiva el numero o actividad de un numero limitado de especies bacterianas

que ya residen en el tracto intestinal (177). La elevada proporcién de flavanoles
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presentes en el cacao interactua con la microbiota intestinal en el colon. Se
produce un efecto bidireccional, por una parte la microbiota intestinal
metaboliza los polifenoles, y por otra, estos polifenoles modulan la microbiota

del colén aumentando el numero de bacterias y cambiando asi la composicién

de la microbiota lo cual favorece la salud del huésped (177). Este seria el

mecanismo que explica cémo los flavanoles pueden actuar como prebioticos
264).

Nuestros resultados tras la ingesta de chocolate con leche en
comparacion con la condicion en la que no se tomdé chocolate (N), muestran
una reduccién en la abundancia relativa de Firmicutes, en particular del género
Lachnospiraceae. Por otra parte, y en contra de lo esperado, tras la ingesta de
chocolate se observa una tendencia a la disminuciéon de la diversidad

microbiana determinada mediante el indice de Simpson inverso.

Estos resultados estan relacionados con los obtenidos en estudios

cientificos previos (264||265), en los que se asocio la ingesta de chocolate

negro con la inhibicién de posibles bacterias nocivas como son las del grupo

Clostridium (Firmicutes phylum). Este es el caso de un ensayo clinico

desarrollado en el afio 2011 por Tzounis et al. {264), cuyo disefio fue aleatorio,

controlado y doble ciego. En este estudio, los investigadores compararon los
resultados de consumir bebidas con alto contenido en cacao (ricas en
flavanoles), frente a otras bebidas con bajo contenido en flavanoles. Sus

resultados cuando se tomaron las bebidas de cacao mostraron una disminucion

significativa en Clostridium (Firmicutes phylum) (264).

Ademas, en nuestro trabajo observamos también que la ingesta de
chocolate con leche aument6 la abundancia de los géneros: Ruminococcus y
Dorea, entre otros. Aunque la significacion se perdidé al ajustar por el valor

inicial de la primera condicion.

Por otra parte, nuestros resultados muestran que los valores de Ruminococcus
aumentaron después del consumo de un alimento rico en carbohidratos como

es el chocolate con leche (60 g de carbohidratos y 2 g de fibra).
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Estos resultados son compatibles con estudios preliminares, como se
demuestra en una revision sistematica de la literatura existente que se realizo
en 2015 por Ranisk K Singh et al. (266), y que fue publicada en 2017. Se

estudiaron 188 articulos y se evalué exhaustivamente la capacidad de la dieta

del huésped para modular las bacterias intestinales. Singh y colaboradores
demostraron que el consumo de determinados tipos de alimentos producia

cambios predecibles en los géneros bacterianos que colonizan a los

hospedadores (266). Concretamente, respecto a Ruminococcus, mostraron

valores elevados de esta bacteria después del consumo de dietas altas en

carbohidratos con oligosacaridos complejos no digeribles (fibras) (266).

5.1 Funcion de la microbiota

En el presente trabajo hemos demostrado ademas, que el consumo de
chocolate en la condicidn de noche, dio lugar a un aumento en la produccion de
Acidos Grasos de Cadena Corta (AGCC) como son, acetato, propionato y otros
acidos grasos menores (isobutirato, isovaleronato y valeronato), en
comparacién con la condicién en la que no toman chocolate (control). Sin
embargo, los valores de AGCC tras tomar el chocolate en la condicién de
mafana, aunque aumentaron, no llegaron a alcanzar a los de la condicion de

noche.

Recientemente, en un trabajo realizado por Arumugan et al. (267) se ha

demostrado que la microbiota intestinal puede subdividirse en diferentes

enterotipos, cada uno compuesto por géneros bacterianos especificos, pero

todos parecen compartir una alta uniformidad funcional. Kurokawa | et al. (268

en 2007, para identificar las caracteristica gendmicas comunes a todos los
microbiomas intestinales humanos, asi como las diferencias entre ellos,
realizaron un analisis metagendomico comparativo a gran escala de muestras
fecales. Las muestras procedian de 13 individuos sanos de diversas edades,
incluyendo bebés no destetados. Los autores encontraron, que mientras la
microbiota intestinal de los bebés no destetados era simple y mostraba una alta
variacién interindividual en la composicién taxonémica y genética, la de los

adultos y nifos destetados era mas compleja pero mostraba una alta
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uniformidad funcional. Esta uniformidad se produjo con independencia de

caracteristicas del huésped, tales como la edad, el sexo, el indice de masa

corporal o la nacionalidad (268).

Es sabido que la presencia de bacterias en el intestino distal contribuye
a la salud del huésped a través de la biosintesis de vitaminas y aminoacidos

esenciales. Y también con la generacion de subproductos metabdlicos de

componentes dietéticos no digeridos por el intestino delgado (269). Algunos de

estos subproductos como los Acidos Grasos de Cadena Corta (SAGCC) tales
como butirato, propionato y acetato, actuan como una importante fuente de

energia para las células epiteliales intestinales vy, por lo tanto, pueden fortalecer

la barrera de la mucosa intestinal (270).

Se sabe que las modificaciones en el perfil de la microbiota intestinal
pueden cambiar su actividad metabdlica produciendo y liberando diferentes
cantidades de AGCC en la luz intestinal. Esto podria explicar alguno de los
resultados de nuestro experimento, como que las voluntarias presenten una
sensacion de hambre y de apetito por dulce significativamente mas baja

cuando toman chocolate en la condicion de noche.

De hecho, los AGCC mas abundantes, es decir, acetato, propionato y
butirato, se han asociado directamente con la regulacion central del apetito, por

cambios en los perfiles de expresién de las hormonas anorexigénicas que

favorecen la supresion del apetito (271]1|272). En particular se ha visto, que

acetato y butirato podrian participar en la regulaciéon del apetito mediante la
secrecion por las células L del ileon y del colon de hormonas estimulantes de la
saciedad como son el Péptido YY (PYY) y el péptido similar a glucagén 1 (GLP-
1) (271).

Por otra parte en una investigacion en ratones, desarrollada por Frost et

al. en 2014 (273), en la que se llevé a cabo una administracién intraperitoneal

de acetato, se produjo una disminucion aguda de la ingesta de alimentos a
través de la supresion del apetito. Por lo que se concluyé que el acetato

también podria ser un regulador del apetito a través de un mecanismo

homeostatico central (27 3).
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En nuestro trabajo, el efecto beneficioso de la ingesta de chocolate
esta apoyado por el aumento de los valores de Ruminococcus, que se
asocia con valores elevados de acetato. Por otra parte el descenso
observado de los valores del género Lachnospiraceae, asociado con una
reduccion de acetato, podria contribuir también a este efecto beneficioso del

chocolate (Figura 17).

—~ 500- w 1
- @ 50
[}] (%)
o o © 3] ~ ° °
2 400+ £ 400+ A
[} o [ ] S
o o . N o O
g E °
< 300 S 300 $--
o -9 . o0 el Y
£ & E | s °
€ 200 E b
£ 2004 LI 3 o 2004 P A
S . = o0
© e -
+ 100 °
g H § 100 L N
<
0 T T 1 0 T T 1
0 5 10 15 0 5 10 15
Ruminococcus (%) unLachnospiraceae (%)

Figura 17: Asociaciones entre los géneros Ruminococcus y Lachnospiraceae y los
valores de acetato en las muestras fecales. Correlaciones especificas de SCFA de
Pearson con valores ajustados por baseline. N (Control, sin chocolate en verde), CE
(chocolate en la Noche / noche en azul) y MC (chocolate en la Manana en naranja).
Las lineas representan lineas de regresion lineal y las areas sombreadas muestran el

intervalo de confianza del 95%.

5.2 Asociacion entre composicion y funcién de la microbiota

Conocidos los efectos del chocolate con leche sobre la composicion y funcién
de la microbiota, hemos tratado de comprender las complejas asociaciones
entre la composicion y la actividad microbiana. Llegando a una conclusion, y es
que la ingesta de chocolate, y lo que es mas importante, el horario de la ingesta
da como

de chocolate, resultado perfiles y funciones de microbiota

diferenciados.
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Estas diferencias fueron marcadas principalmente por metabolitos
bacterianos (AGCC) producidos por la microbiota intestinal lo cual indica que
los AGCC podrian ser un buen biomarcador para explicar, al menos en parte,

las diferencias encontradas entre las diferentes condiciones objeto de estudio.

En el analisis que hemos realizado de componentes principales (Figura
18) Ruminococus aparece en el tercer factor, junto con la relacidon
acetato:propionato, lo cual es compatible con la correlacion positiva y
significativa encontrada entre la abundancia de Ruminococus y los valores

elevados de acetato.
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Figura 18: Andlisis de componentes principales correspondientes a los datos de
grupos bacterianos y acidos grasos de cadena corta (AGCC). Panel 1: Distribucion en
las diferentes condiciones: Control sin chocolate en verde, N; chocolate por la noche
en azul, EC; y chocolate a la manana en naranja, MC. Panel 2: Variables en el primer
(PC1) y el segundo componente (PC2) representados de acuerdo con su factor de
carga. Valeronato, M1; Isovaleronato, M2; Otros SCFA menores, M3; SCFA totales,
M4; Isobutirato, M5; Propionato, M6; Butirato, M7; Relacion acetato: propionato, M8;
Acetato, M9; Methanobacteriaceae, B1; Akkermansia, B2; Firmicutes, B3;
Adlercreutzia, B4; Methanobrevibacter, B5; Peptostreptococcaceae, B6; Invsimpson,
B7; Streptococcaceae, B8; Ruminococcus, B9; Faecalibacterium, B10; Dorea, B11;
Clostridiaceae, B12; Streptococcus, B13; Verrucomicrobiaceae, B14;
UnLachnospiraceae, B15; UnClostridiaceae, B16; Eubacterium, B17.

Ademas de los efectos sobre el apetito, diferentes estudios relacionados con

AGCC, especialmente con el butirato, muestran implicaciones beneficiosas en

la permeabilidad intestinal (271). En este sentido, se ha demostrado que los

AGCC mejoran la barrera intestinal, induciendo cambios hacia una menor

permeabilidad intestinal, al modular la expresion de mucinas y proteinas de

union estrecha (47|(274).

En resumen sobre el objetivo 5: podemos decir que la ingesta de chocolate,
independientemente de la hora en que se tome, afecta a la composicion y
diversidad de la microbiota intestinal, y se produce ademas un aumento
significativo en la variabilidad interindividual.

Nuestros resultados, tras la ingesta de chocolate con leche en
comparaciéon con la condiciéon en la que no tomaron chocolate, muestran un
aumento en la abundancia de los géneros Ruminococcus y Dorea. Por el
contrario se produce una reduccién en la abundancia relativa de Firmicutes, en
el género Lachnospiraceae y en contra de lo esperado el consumo de
chocolate diminuyé la diversidad microbiana calculada mediante el indice de

Simpson inverso.
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Asi pues, hemos observado que la ingesta de chocolate en la condicion
de noche dio lugar a un aumento en la produccién de Acidos Grasos de
Cadena Corta (AGCC) como acetato, propionato y otros acidos grasos
menores (isobutirato, isovaleronato y valeronato). Algunos de ellos, como
butirato, propionato y acetato actuan como fuente de energia importante para
las células epiteliales intestinales vy, por lo tanto, pueden fortalecer la barrera
mucosa intestinal. Ademas podrian ayudar a explicar la disminucion en la
sensacion de hambre y apetito por dulce que refieren las participantes ya que
algunos de estos AGCC se han asociado directamente con la regulacion
central del apetito.

Finalmente, al analizar las asociaciones entre la composicion y la
actividad microbiana, llegamos a una conclusion, y es que la ingesta de
chocolate, y o que es mas importante el horario de la ingesta de chocolate, da
como resultado perfiles y funciones de microbiota diferenciados. En concreto
hemos encontrado una correlacion positiva y significativa entre los valores de
Ruminococcus y acetato, la cual apoya el efecto beneficioso de la ingesta de

chocolate.
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1.

CONCLUSIONES

La ingesta de 100 g de chocolate con leche durante 14 dias de
intervencién por la manana y por la noche, no afecta de forma

significativa al peso corporal, al IMC, ni al porcentaje de grasa corporal.

La disminucion de la ingesta energética, el aumento del gasto de
energia, la mayor regularidad del suefio y el aumento de la frecuencia de
la siesta, pueden contribuir a explicar por qué las voluntarias no
aumentaron de peso corporal a pesar del elevado consumo de

chocolate.

2.a. La reduccidn de la ingesta de otros alimentos de la dieta tras el
consumo de chocolate se explica en parte por la disminucion de la
sensacion de hambre y apetito por dulce, que podria estar fomentada
por la disminucion del cortisol o por la composicion del chocolate con
elevado contenido en grasa y azucares, y en polifenoles y metilxantinas.
2.b. El aumento del gasto energético producido por la ingesta de
chocolate por la noche se produce por incremento de la actividad fisica y
la mayor disipacidn de calor, en especial tras las comidas.

2.c. La ingesta de chocolate en la condicion de noche produce una
mejora en la regularidad del suefio, mientras que el chocolate en la

condicion de mafiana se asocia con una mayor frecuencia de siesta.

Tras analizar los efectos metabdlicos inducidos por la ingesta de
chocolate, afirmamos que el chocolate en la condicion de mafana
promueve una mayor oxidacion de lipidos. Mientras que el chocolate en

la condicion de noche induce una mayor oxidacion de carbohidratos.
La ingesta de chocolate con leche durante la primera hora de la manana

disminuye la glucemia basal. Resultado que no se replicé cuando la

ingesta de chocolate tuvo lugar en la condicion de noche.
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5. La ingesta de chocolate, y o que es mas importante el horario de la
ingesta de chocolate, da como resultado perfiles y funciones de

microbiota diferenciados.

Recomendacion final

La ingesta de una cantidad elevada de chocolate (100 g) concentrada en una
ventana de tiempo estrecha (1 h) por la mafiana, podria ser recomendable en
mujeres postmenopausicas para favorecer la movilizaciéon de la grasa corporal
y disminuir los valores de glucosa. Mientras que el consumo de chocolate por la
noche se podria recomendar en deportistas para una mayor disposicion de
carbohidratos como sustrato energético durante la mafana siguiente, en el

caso que vayan a realizar ejercicio intenso o prolongado.
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ANEXOS
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TEST DE ESCALA ANALOGICA VISUAL (VAS)

Marca con una X en la linea de respuesta (o bien, califica de 0 al 10), al nivel que
corresponda, desde nada hasta extremadamente segun la situacién que nos

propongan.

Se rellenara a diferentes horas, tal y como sigue:

1°) Justo en el momento de levantarse por la mafana.

2°) Justo antes de desayunar, con la comida en la mesa.

3°) Recién terminado de desayunar.

4°) Antes de comer, con la comida en la mesa.

5°) Recién terminado de comer.

6°) Antes de cenar, con la comida en la mesa.

7°) Recién terminado de cenar.

8°) En la cama, antes de dormir.
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1) Justo en el momento de levantarse por la manana

Fecha

Hora

APETITO

Por favor responde a estas preguntas considerando solo como te sientes en este
preciso momento teniendo en cuenta tu apetito justo en este momento, y sin

preocuparte por las calorias, la grasa o si es una dieta saludable o no.

Dime cuanto disfrutarias comiendo alimentos de cada una de las siguientes 7

categorias:

DULCES: (como pasteles, caramelos, galletas, helados o bolleria)

Nada Mucho

COMIDAS SALADAS: (como patatas fritas de bolsa, saladitos, frutos secos)

Nada Mucho
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ALIMENTOS RICOS EN CARBOHIDRATOS: (como pan, pasta, arroz, patatas)

PRODUCTOS LACTEOS: como leche, queso o yogurt

Nada Mucho
FRUTAS Y ZUMOS DE FRUTA

Nada Mucho
VERDURAS

Nada Mucho
CARNE, DERIVADOS DEL POLLO, PESCADO O HUEVOS

Nada Mucho

Nada

Mucho
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HAMBRE

¢Como de hambriento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

¢ Como de sediento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Como de lleno sientes tu estomago justo ahora?

Nada Extremadamente

¢ Como de fuerte es tu deseo de comer justo ahora?

Nada Extremadamente
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¢Cuanto piensas que podrias comer justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Como de lleno (nauseas) te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

2) Justo antes de desayunar, con la comida en la mesa

Fecha

Hora

APETITO

Por favor responde a estas preguntas considerando solo como te sientes en este
preciso momento teniendo en cuenta tu apetito justo en este momento, y sin

preocuparte por las calorias, la grasa o si es una dieta saludable o no.

Dime cuanto disfrutarias comiendo alimentos de cada una de las siguientes 7

categorias:
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DULCES: (como pasteles, caramelos, galletas, helados o bolleria)

Nada Mucho

COMIDAS SALADAS: (como patatas fritas de bolsa, saladitos, frutos secos)

Nada Mucho

ALIMENTOS RICOS EN CARBOHIDRATOS: (como pan, pasta, arroz, patatas)

Nada Mucho

FRUTAS Y ZUMOS DE FRUTA

Nada Mucho
VERDURAS
Nada Mucho
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CARNE, DERIVADOS DEL POLLO, PESCADO O HUEVOS

Nada Mucho

PRODUCTOS LACTEOS: como leche, queso o yogurt

Nada Mucho

HAMBRE

¢ Como de hambriento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Como de sediento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente
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¢ Como de lleno sientes tu estdmago justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Como de fuerte es tu deseo de comer justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Cuanto piensas que podrias comer justo ahora?

Nada Extremadamente

¢ Como de lleno (nauseas) te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

3) Recién terminado de desayunar

Fecha

Hora

APETITO
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Por favor responde a estas preguntas considerando solo como te sientes en este
preciso momento teniendo en cuenta tu apetito justo en este momento, y sin

preocuparte por las calorias, la grasa o si es una dieta saludable o no.

Dime cuanto disfrutarias comiendo alimentos de cada una de las siguientes 7

categorias:

DULCES: (como pasteles, caramelos, galletas, helados o bolleria)

Nada Mucho

COMIDAS SALADAS: (como patatas fritas de bolsa, saladitos, frutos secos)

Nada Mucho

ALIMENTOS RICOS EN CARBOHIDRATOS: (como pan, pasta, arroz, patatas)

Nada Mucho
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FRUTAS Y ZUMOS DE FRUTA

Nada Mucho
VERDURAS
Nada Mucho

CARNE, DERIVADOS DEL POLLO, PESCADO O HUEVOS

Nada Mucho

PRODUCTOS LACTEOS: como leche, queso o yogurt

Nada Mucho

HAMBRE

¢ Coémo de hambriento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente
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¢ Como de sediento te sientes justo ahora?

Nada

Nada

Nada

Nada

Extremadamente
¢ Como de lleno sientes tu estémago justo ahora?

Extremadamente
¢ Como de fuerte es tu deseo de comer justo ahora?

Extremadamente
¢ Cuanto piensas que podrias comer justo ahora?

Extremadamente
¢Como de lleno (nauseas) te sientes justo ahora?

Extremadamente

Nada
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4) Antes de comer, con la comida en la mesa

Fecha

Hora

APETITO

Por favor responde a estas preguntas considerando solo como te sientes en este
preciso momento teniendo en cuenta tu apetito justo en este momento, y sin

preocuparte por las calorias, la grasa o si es una dieta saludable o no.

Dime cuanto disfrutarias comiendo alimentos de cada una de las siguientes 7

categorias:

DULCES: (como pasteles, caramelos, galletas, helados o bolleria)

Nada Mucho

COMIDAS SALADAS: (como patatas fritas de bolsa, saladitos, frutos secos)

Nada Mucho
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ALIMENTOS RICOS EN CARBOHIDRATOS: (como pan, pasta, arroz, patatas)

Nada Mucho

FRUTAS Y ZUMOS DE FRUTA

Nada Mucho
VERDURAS
Nada Mucho

CARNE, DERIVADOS DEL POLLO, PESCADO O HUEVOS

Nada Mucho

PRODUCTOS LACTEOS: como leche, queso o yogurt

Nada Mucho

191



HAMBRE

¢Como de hambriento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

¢ Como de sediento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Como de lleno sientes tu estomago justo ahora?

Nada Extremadamente

¢ Como de fuerte es tu deseo de comer justo ahora?

Nada Extremadamente
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¢Cuanto piensas que podrias comer justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Como de lleno (nauseas) te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

5) Recién terminado de comer

Fecha

Hora

APETITO

Por favor responde a estas preguntas considerando solo como te sientes en este
preciso momento teniendo en cuenta tu apetito justo en este momento, y sin

preocuparte por las calorias, la grasa o si es una dieta saludable o no.

Dime cuanto disfrutarias comiendo alimentos de cada una de las siguientes 7

categorias:
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DULCES: (como pasteles, caramelos, galletas, helados o bolleria)

Nada Mucho

COMIDAS SALADAS: (como patatas fritas de bolsa, saladitos, frutos secos)

Nada Mucho

ALIMENTOS RICOS EN CARBOHIDRATOS: (como pan, pasta, arroz, patatas)

Nada Mucho

FRUTAS Y ZUMOS DE FRUTA

Nada Mucho
VERDURAS
Nada Mucho
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CARNE, DERIVADOS DEL POLLO, PESCADO O HUEVOS

Nada Mucho

PRODUCTOS LACTEOS: como leche, queso o yogurt

Nada Mucho

HAMBRE

¢Como de hambriento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

¢ Como de sediento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente
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¢ Como de lleno sientes tu estdmago justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Como de fuerte es tu deseo de comer justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Cuanto piensas que podrias comer justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Como de lleno (nauseas) te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

6) Antes de cenar, con la comida en la mesa

Fecha

Hora
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APETITO

Por favor responde a estas preguntas considerando solo como te sientes en este
preciso momento teniendo en cuenta tu apetito justo en este momento, y sin

preocuparte por las calorias, la grasa o si es una dieta saludable o no.

Dime cuanto disfrutarias comiendo alimentos de cada una de las siguientes 7

categorias:

DULCES: (como pasteles, caramelos, galletas, helados o bolleria)

Nada Mucho

COMIDAS SALADAS: (como patatas fritas de bolsa, saladitos, frutos secos)

Nada Mucho

ALIMENTOS RICOS EN CARBOHIDRATOS: (como pan, pasta, arroz, patatas)

Nada Mucho
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FRUTAS Y ZUMOS DE FRUTA

Nada Mucho
VERDURAS

Nada Mucho
CARNE, DERIVADOS DEL POLLO, PESCADO O HUEVOS

Nada Mucho
PRODUCTOS LACTEOS: como leche, queso o yogurt

Nada Mucho
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HAMBRE

¢Como de hambriento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

¢ Como de sediento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Como de lleno sientes tu estomago justo ahora?

Nada Extremadamente

¢ Como de fuerte es tu deseo de comer justo ahora?

Nada Extremadamente
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¢Cuanto piensas que podrias comer justo ahora?

Nada Extremadamente

¢ Como de lleno (nauseas) te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

DIA 1: 7) Recién terminado de cenar

Fecha

Hora

APETITO

Por favor responde a estas preguntas considerando solo como te sientes en este
preciso momento teniendo en cuenta tu apetito justo en este momento, y sin

preocuparte por las calorias, la grasa o si es una dieta saludable o no.

Dime cuanto disfrutarias comiendo alimentos de cada una de las siguientes 7

categorias:
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DULCES: (como pasteles, caramelos, galletas, helados o bolleria)

Nada Mucho

COMIDAS SALADAS: (como patatas fritas de bolsa, saladitos, frutos secos)

Nada Mucho

ALIMENTOS RICOS EN CARBOHIDRATOS: (como pan, pasta, arroz, patatas)

Nada Mucho

FRUTAS Y ZUMOS DE FRUTA

Nada Mucho
VERDURAS
Nada Mucho
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CARNE, DERIVADOS DEL POLLO, PESCADO O HUEVOS

Nada Mucho

PRODUCTOS LACTEOS: como leche, queso o yogurt

Nada Mucho

HAMBRE

¢Como de hambriento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

¢ Como de sediento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

¢ Como de lleno sientes tu estdmago justo ahora?

Nada Extremadamente
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¢ Como de fuerte es tu deseo de comer justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Cuanto piensas que podrias comer justo ahora?

Nada Extremadamente

¢Como de lleno (nhauseas) te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente

8°) En la cama, antes de dormir.

Fecha

Hora

APETITO

Por favor responde a estas preguntas considerando solo como te sientes en este
preciso momento teniendo en cuenta tu apetito justo en este momento, y sin

preocuparte por las calorias, la grasa o si es una dieta saludable o no.
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Dime cuanto disfrutarias comiendo alimentos de cada una de las siguientes 7

categorias:

DULCES: (como pasteles, caramelos, galletas, helados o bolleria)

Nada Mucho

COMIDAS SALADAS: (como patatas fritas de bolsa, saladitos, frutos secos)

Nada Mucho

ALIMENTOS RICOS EN CARBOHIDRATOS: (como pan, pasta, arroz, patatas)

Nada Mucho

FRUTAS Y ZUMOS DE FRUTA

Nada Mucho

204



VERDURAS

Nada Mucho

CARNE, DERIVADOS DEL POLLO, PESCADO O HUEVOS

Nada Mucho

PRODUCTOS LACTEOS: como leche, queso o yogurt

Nada Mucho

HAMBRE

¢ Como de hambriento te sientes justo ahora?

Nada Extremadamente
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¢ Como de sediento te sientes justo ahora?

Nada

Nada

Nada

Nada

Extremadamente
¢ Como de lleno sientes tu estémago justo ahora?

Extremadamente
¢ Como de fuerte es tu deseo de comer justo ahora?

Extremadamente
¢ Cuanto piensas que podrias comer justo ahora?

Extremadamente
¢Como de lleno (nauseas) te sientes justo ahora?

Extremadamente

Nada
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“TIMING OF CHOCOLATE INTAKE AFFECTS HUNGER,
SUBSTRATE OXIDATION, AND MICROBIOTA: A RANDOMIZED
CONTROLLED TRIAL”

Teresa Hernandez-Gonzalez, Rocio Gonzalez-Barrio, Carolina Escobar, Juan
Antonio Madrid, Maria Jesus Periago, Maria Carmen Collado, Frank A.J. L
Scheer, Marta Garaulet

Resumen

Comer chocolate por la mafana o por la tarde/noche puede afectar de manera
diferente al equilibrio energético y también al peso corporal o a la distribuciéon
de grasa corporal en mujeres postmenopausicas mediante cambios en la
ingesta energética, en la oxidacién del sustrato, en variables circadianas
relacionadas con el suefio, asi como en la composicion de la microbiota
intestinal y su actividad metabdlica.

En un ensayo aleatorio y cruzado, 19 mujeres postmenopausicas, se
sometieron a tres condiciones: 1) Tomar 100 g de chocolate por la mafana
(MC); 2) Tomar 100 g de chocolate por la tarde/noche (EC); 3) Condicion sin
chocolate (N). Cada condicion tuvo una duracion de 2 semanas, y durante todo
el estudio pudieron continuar con su dieta habitual ad libitum con la unica
excepcion del chocolate.

Nuestros resultados muestran que 14 dias de ingesta de chocolate no
aumentd el peso corporal de las voluntarias. EI consumo de chocolate
disminuy6 el hambre y el deseo de dulces (P< 0,005), y redujo la ingesta de
energia ad libitum en ~300 kcal/dia durante la condicion de mafiana pero no
compensé completamente el aporte energético extra del chocolate (542
kcal/dia). El chocolate en la condicion de noche aumento la actividad fisica en
+6,9%, la disipacion de calor después de las comidas +1,3% y la oxidacién de
carbohidratos en +35,3% (P <0,05). El chocolate en la condicion de mafana
redujo la glucosa en ayunas (4,4%) y aumentd la oxidacion de lipidos (+
25,6%). El analisis de componentes principales mostré6 que el horario de
ingesta de chocolate dio como resultado perfiles y funciones de microbiota

diferenciados (P< 0,05). El mapa de calor de la temperatura de la mufeca y los

211



registros de suefio muestran que el chocolate en la condicibn de noche
produce una mejora en la regularidad del suefo, mientras que el chocolate en
la condicion de mafana se asocia con una mayor frecuencia de siesta (60 min
vs 78 min; P=0,019).

En conclusién, tomar chocolate por la mafana o por la tarde/noche
produce efectos diferenciales sobre el hambre y el apetito, la oxidacién del
sustrato, los valores de glucemia en ayunas, la microbiota (composicion vy
funcién) y los ritmos de suefio y temperatura. Los resultados destacan que el
"cuando" comemos también es un factor relevante a considerar en el equilibrio

energético y el metabolismo.
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