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RESUMEN

La obesidad es un problema de desequilibrio de nutrientes, de manera que se
almacenan mas alimentos en forma de grasa de los que se utilizan para satisfacer las
necesidades energéticas y metabdlicas, y mas del 90% de la energia corporal se
acumula en forma de triglicéridos en el tejido adiposo. Se conoce que las personas
gue presentan una condicion de sobrepeso o de obesidad tienden a desarrollar otras
patologias como enfermedades cardiovasculares y formacion de radicales libres.
También se ha demostrado que esta condicion de sobrepeso y obesidad esta
directamente relacionada con la alimentacion, y sobre todo con los niveles de los
antioxidantes dietarios. Por ello se recomienda introducir en la dieta alimentos que
contengan compuestos antioxidantes. La fruta tropical de la pifia (Ananas comosus)
contiene polifenoles y otros componentes antioxidantes en cantidades potenciales
para ser recomendada en una dieta saludable. Es habitual en el consumidor de frutas,
el consumo de solo la pulpa de pifia; pero la cdscara es utilizada como desecho
agroindustrial. Es del consenso que la cascara de pifia contiene potenciales cantidades
de estos antioxidantes, por lo cual se trabajé midiendo la capacidad antioxidante de
una mezcla a base de este desecho en pacientes con sobrepeso y obesidad. Se
evaluaron 7 pacientes antes y después de 15 dias de consumir 10 mg diarios de
cascara de pifia, se le realizaron pruebas de: cuantificacién de colesterol, triglicéridos,
lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), glucemia,
acido urico y 8-isoprostanos; utilizando analisis enzimaticos colorimétricos y ELISA
especifica para el 8-isoprostano. El consumo de la mezcla a base de cascara de pifia
mas all4 de disminuir el LDL y colesterol logré disminuir variables que participan en la
respuesta oxidativa e inflamatoria, mecanismo fisiopatoldégico constantes en las
enfermedades cardiovasculares y metabdlicas, como el Apo B y el 8-isoprostano.

Palabras claves: Obesidad, estrés oxidativo, efecto antioxidante, biomarcadores.
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1. INTRODUCCION

El aumento en la incidencia de enfermedades cronicas no transmisibles, entre las que
se mencionan diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial, enfermedades cardiacas,
osteoartritis, osteoporosis y algunos tipos de cancer; son resultado principalmente del
sobrepeso, condicién que de no ser tratada a tiempo trae como consecuencia la
obesidad (Azcona y col., 2005).

El sobrepeso y la obesidad son un problema de salud publica a nivel mundial, con alta
prevalencia en muchos paises y actualmente descrita como una pandemia. La
prevalencia del sobrepeso y obesidad se ha incrementado exponencialmente, de 857
millones en 1980 a 1333 millones en 2005 y a 2100 millones en 2013; se estima que
para el afio 2030 habra 3280 millones de adultos con sobrepeso y obesidad. (Gonzéalez
y col., 2015).

En Venezuela, el sistema de vigilancia alimentaria y nutricional del Instituto Nacional
de Nutricion (SISVAN — INN) determind la prevalencia de sobrepeso y obesidad en la
poblacion venezolana de 7 a 40 afios, obteniendo que el 29,52% corresponde a sujetos
con sobrepeso y el 23,45% con obesidad (SISVAN, 2007).

Esta demostrado que la obesidad es un trastorno multifactorial en los que estan
implicados tanto factores bioldgicos como genéticos. Pero se ha evidenciado que no
solo la predisposicion genética es responsable de la enfermedad, sino también que el
estilo de vida desempefia un importante papel en la manifestacion y desarrollo de esta
patologia (Skelton y col., 2011). Sin embargo, la obesidad puede ser prevenible en la
medida que se incorporan cambios adecuados en el estilo de vida (Azcona y col.,

2005).



Existen evidencias que indican que el consumo de alimentos y bebidas que contengan
compuestos antioxidantes (flavonoides y otros polifenoles) tiene efectos benéficos
para la salud, pues ellos pueden proteger el organismo de los radicales libres y retardar
el progreso de varias enfermedades crénicas (Rincén y col., 2011). Son muchas las
enfermedades relacionadas con la produccion de radicales libres como aterosclerosis,
cancer, infarto al miocardio, enfermedades inflamatorias, trastornos del sistema
nervioso central, etc. (Stadler y col., 1995).

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de mortalidad en el
mundo (WHO, 2011). En Venezuela se sittan entre las 10 primeras causas de muerte
y representan un incremento de gasto en recursos destinos al area de la salud para el
tratamiento de dichas patologias (MPPS, 2007).

Estas enfermedades estan directamente relacionadas con la alimentacioén y sobre todo
con los niveles de los antioxidantes dietarios; entre los mas conocidos figuran los
tocoferoles, el acido ascorbico, los flavonoides, antocianinas, carotenoides, acido
fendlicos. Se cree que los antioxidantes son esencialmente importantes para el
organismo por la capacidad que tienen de proteger a las macromoléculas biologicas
contra el dafio oxidativo; como es el caso de los acido grasos con enlaces dobles que
son vulnerables al dafio oxidativo (Larson, 1997).

1.1. Acidos grasos

1.1.1. Funciones metabdlicas de los acidos grasos esenciales

Los acidos grasos raras veces estan libres en la naturaleza y casi siempre se
encuentran unidos a otras moléculas por su grupo frontal hidrofilico de acido

carboxilico. Existen principalmente como cadenas de hidrocarburo no ramificadas con



un numero uniforme de carbonos saturados con hidrogeno. Los &cidos grasos se
clasifican de acuerdo con el numero de carbonos en la cadena, el nUmero de enlaces
dobles y la posicién del primer enlace doble.

Cada carbono en la cadena de acido graso tiene cuatro sitios de fijacion. En un acido
graso saturado, todos los sitios de fijacion no unidos a carbono estan “saturados” con
hidrogeno. El 4cido graso monoinsaturado solo contiene un enlace doble y los acidos
grasos poliinsaturados contienen dos o mas enlaces dobles. La biomembrana debe
ser tanto estable como flexible para desempefiar su funcién 6ptima. Para lograr este
requerimiento, los fosfolipidos de membrana contiene un acido graso saturado y uno
poliinsaturado, del cual el mas abundante es el &cido araquidonico (20:4n-6).

Los acidos grasos esenciales poliinsaturados y de cadena larga deben obtenerse de
la alimentacion, o ser formados a partir de precursores alimentarios (Escott-Stump,
2005). En consecuencia, la composicion de la grasa alimentaria puede influir en varias
funciones relacionadas con la membrana, como son la captaciéon de hormonas y de
enzimas asociadas, y en las actividades de transporte (Ziegler y Filer, 1997).

1.1.2. Los acidos grasos esenciales como precursores de eicosanoides e
isoprostanos

El metabolismo enziméatico de los acidos grasos: acido dihomolinolénico (20:3n-6),
acido araquidonico (20:4n-6) y acido eicosapentanoico (20:5n-3) a través de la
ciclooxigenasa y de la lipoxigenasa produce una amplia variedad de productos

oxidados a los que, en conjunto, se denomina eicosanoides (Ziegler y Filer, 1997).



En seres humanos el &cido araquiddnico es el precursor mas abundante y proviene
del acido linoleico de los alimentos (4cido 9, 12 octadecadienoico 20:2n) o se ingiere

como parte de la dieta (Pérez y col., 1998).

Bma‘:ﬁae?: ::::::?;:: <«4—— Estimulo y desdoblamiento

/O Acido linoleico — PG,
- C Liberacién Acido araquidonico —a PG,
OH Acido eicosapentaenoico . PGy
Ciclooxigenasa l Lipooxigenasa

A A

Cascada de prostaglandina l Cascada de leucotrieno

]
. . B
PGE PGI Tromboxano

(prostaciclina) vasoconstriccion
anticoagulacion

Figura 1. Sintesis de eicosanoides consecutiva al desdoblamiento de fosfolipidos en la membrana.

PGE: Prostaglandina E1. Fuente: Tomado de Escott-Stump, 2005.
El &cido araquiddnico no existe en forma libre en el interior de las células, normalmente
esta esterificado en los fosfolipidos de membrana especialmente en la posicién del C2
de la fosfatidilcolina y del fosfotidilinositol. El acido araquidénico se libera de los
fosfolipidos por la activacion de las fosfolipasas celulares o el incremento de las
concentraciones citosolicas de calcio que también activan las enzimas anteriormente
enunciadas. Todo parece indicar que los estimulos fisicos propenden a que penetre el
ion calcio a la célula al alterar su membrana y asi activar la fosfolipasa A2, la cual

hidroliza los fosfolipidos de membrana (fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) con



liberacién de acido araquidénico (Figura 1). Por otro lado, la fosfolipasa C desdobla el
enlace fosfodiéster, con lo cual se forma 1,2 diglicérido. Después de lo anterior,
intervenciones sucesivas de la lipasa de diglicérido liberan acido araquidénico a partir
del diglicérido (Pérez y col., 1998).

Una vez liberado, parte del &cido araquidénico es metabolizado en forma rapida hasta
obtener productos oxigenados por accion de diferentes sistemas enzimaticos como la
ciclooxigenasa o varias lipooxigenasas o familias de citocromo P-450 (Pérez y col.,
1998).

Los productos de la peroxidacion no enzimatica son estructuras similares a la de las
prostaglandinas y llamadas isoprostanos (Ziegler y Filer, 1997).

1.1.3. Isoprostanos como biomarcadores

Los isoprostanos constituyen un grupo de metabolitos del acido araquidonico
generados de manera no enzimatica. Se forman directamente por oxidacion del acido
araquidonico por radicales libres mientras aun esta esterificado en la posicion 2 de los
fosfolipidos de la membrana. Los isoprostanos son estructuralmente similares a las
prostaglandinas y pueden ejercer algunos de sus efectos a traves de la activacion de
los receptores de Tromboxano (TXA) Dado que son generados por el estrés oxidativo,
los isoprostanos pueden desempeiiar un papel en el sindrome de dificultad respiratoria
aguda (DSRA) y la sepsis (Shoemaker y col, 2002).

Estos compuestos son biomarcadores precisos de la peroxidacion de lipidos en los
modelos de estrés oxidativo, en el estudio desarrollado se evalué el 8- isoprostano

como marcador de estrés oxidativo en los pacientes; el método con mayor aceptacion



para la cuantificacion de 8-isoprostano en plasma, orina y otras muestras, es el ensayo
de inmuno adsorcién ligado a enzimas.

1.1.3.1. Inmunoensayo ligado a enzimas

El ensayo de inmuno adsorcién ligado a enzimas (ELISA) es una técnica donde uno
de los reactivos, el anticuerpo o el antigeno se fija a un soporte solido previamente a
su interaccion con el reactivo complementario. La técnica es muy versatil por lo que
hay varias variantes de la misma, dentro de las cuales las mas comunes son el ELISA
directo, el ELISA indirecto y el ELISA en sandwich o de captura (Rojas, 2006).

En los ELISA directo e indirecto, el antigeno se fija sobre la fase sélida y en el ELISA
sandwich las placas de sensibilizan con anticuerpos dirigidos contra el antigeno
problema. Luego de esta fase en todas las variantes de ELISA se realiza el lavado y
el bloqueo de los pozos con soluciones de proteina ajenas al sistema de la reaccion
antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) en estudio. El bloqueador satura los sitios de union no
ocupados por el reactante inmunolégico usado para forrar la superficie de los pozos y
evita la adsorcion inespecifica de reactantes en los pasos subsecuentes.

Los anticuerpos de deteccion son dirigidos contra alguno de los reactantes (antigeno
0 anticuerpo problema), acoplados a enzimas. Para el revelado del sistema se utiliza
el sustrato de la enzima y a veces se requiere del uso simultdneo de un cromogeno.
El cromOgeno es necesario para que el producto resultante tenga color para ser
registrado en un colorimetro a la longitud de onda de maxima absorcion del

cromageno.



1.2. Transporte de lipidos en plasma

Los lipidos y las proteinas se asocian de manera no covalente para formar
lipoproteinas, constituidas por una cubierta formada por fosfolipidos y proteinas que
rodea una zona interior que alberga lipidos apolares (Gil y Sanchez, 2010), las cuales
funcionan en el plasma sanguineo como vehiculos de transporte para el colesterol y
los triglicéridos. Los lipidos, como fosfolipidos, triglicéridos y colesterol, son apenas
solubles en solucion acuosa. Por ende, se transportan por la circulacibn como
componentes de las lipoproteinas (Voet y Voet, 2004).

Los &cidos grasos se empaquetan en forma de triglicéridos, y como lipidos no polares
ocupan el interior de las lipoproteinas en cantidades muy significativas; asi una
lipoproteina pequefia, como la lipoproteina de baja densidad, suele transportar 1.500
moléculas de colesterol (Gil y Sanchez, 2010).

Se han descrito diversas familias de lipoproteinas, cada una de las cuales desempefia
funciones concretas en el transporte de lipidos. Estas familias se clasifican en funcion
de su densidad, determinada mediante centrifugacion. Las lipoproteinas de cada clase
contienen apoproteinas caracteristicas y poseen una composicion lipidica distintiva.
Dado que los lipidos tienen una densidad mucho menor que las proteinas, el contenido
lipidico de una clase de lipoproteina esta inversamente relacionado con su densidad.
Asi, cuanto mayor es la abundancia de lipidos, menor es la densidad (Mathews y col.,
2008).

La clasificacion estandar de las lipoproteinas incluye, por orden creciente de densidad:
qguilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad

intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad



(HDL). A pesar de sus diferencias de composicion lipidica y proteica, todas las
lipoproteinas comparten caracteristicas estructurales comunes, especialmente una
forma esférica.

1.2.1. Heterogeneidad de las lipoproteinas

La heterogeneidad en tamafio y densidad de las particulas de las LDL es un evaluador
de riesgo cardiovascular. Esta heterogeneidad ha originado la definicion de dos
fenotipos: el fenotipo A, con predominio de particulas de LDL grandes vy ligeras, y el
fenotipo B, con predominio de particulas de LDL pequefias y densas, ademas de un
fenotipo intermedio AB.

Las LDL son hidrolizadas en la superficie arterial, a particulas mas pequefias y densas,
gue son mas aterogénicas, debido a que penetran mas facilmente la intima, donde
ocurre la modificacion quimica de estas moléculas que son mas susceptibles a la
oxidacion por radicales libres, por presentar una baja cantidad de antioxidante y un
alto contenido de acidos grasos poliinsaturados. La modificacién oxidativa de las LDL,
conlleva a un incremento en la toma de estas particulas modificadas, por los
macrofagos, y a la formacion de células espumosas (Witztum y Steinberg, 1991;
Esterbauer y col., 1992).

Es conocido que el colesterol acumulado en las diferentes lesiones ateroscleréticas
proviene en su mayoria de las particulas de LDL circulantes. Es aceptado que los
valores elevados de LDL en el plasma se asocian fuertemente con la formacion de
lesiones aterosclerdticas, lo mismo sucede con los bajos niveles de HDL, también con
los valores mayores que 5 del indice colesterol total/HDL mientras que cuando estos

valores son inferiores a 5 se asocian con una baja incidencia de enfermedad cardiaca



coronaria (ECC). Se ha demostrado que el desbalance entre las LDL y las HDL en el
plasma prevalece en aquellos sitios de la intima de las coronarias donde el colesterol
se acumula, acompafiado ademas de un desbalance similar de estas particulas en la
pared arterial (Smith, 1990).

La investigacion sobre el tamafio de las LDL se viene realizando desde hace afios, no
se dispone de un meétodo estandarizado para su determinacion. La mayor parte de los
métodos usados para su estudio se basan en la separacién por electroforesis mediante
geles de poliacrilamida con concentraciones fijas y en gradiente. También existen mas
métodos, algunos clasicos, como la ultra centrifugacion (UC) en gradiente de densidad,
y otros, como la resonancia magnética o uno basado en una simple precipitacion de
lipoproteinas. Por otra parte, se ha sugerido que calculos como el cociente LDL/Apo
B, HDL/triglicéridos, colesterol total/triglicéridos u otros pueden ser estimadores
sencillos de la existencia de particulas LDL pequefias y densas (Jorba y Ordoiiez,
2006).

1.2.1.1. Separacion de las distintas subfracciones de LDL

La electroforesis es una técnica que se basa en la separacion de particulas cargadas
en un campo eléctrico respecto a su carga. La electroforesis en gel es probablemente
el método mas utilizado e importante en biologia molecular.

La electroforesis en gel de poliacrilamida permite separar directamente distintas
subfracciones de LDL, con una mejor resolucion que las otras técnicas descritas. El
gel de poliacrilamida puede ser de concentracion fija o en gradiente. Las ventajas de
separar las subfracciones de LDL utilizando métodos electroforéticos son claras: el

equipo de trabajo es econdmico, las separaciones son relativamente rapidas, las



lipoproteinas no se degradan durante la electroforesis y la técnica es relativamente
sencilla, a la vez que requiere un pequefio volumen de muestra (Jorba y Ordoéfiez,
2006).

1.3. Estrés oxidativo

El desbalance en la produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO) y la defensa
antioxidante constituye un tipo de dafio celular denominado estrés oxidativo, que lleva
a una variedad de cambios fisiol6gicos y bioquimicos, los cuales provocan el deterioro
y muerte celular (Pérez y col., 2000).

Es bien conocido que el estrés oxidativo se encuentra asociado a altos niveles de
radicales libres, los cuales conllevan a una variedad de lesiones bioquimicas y
fisiologicas. (Ames y col., 1993).

Los radicales libres de oxigeno causan dafio oxidativo y este se ha visto implicado en
la etiologia o patologia de mas de cien enfermedades diferentes, entre las que se
encuentran distintos tipos de cancer, enfermedades cardiacas y vasculares, diabetes
y desordenes neurovegetativos (Martinez, 1995; Aldershvile y col, 1998).

La mayor parte del oxigeno celular es reducido a través de reacciones enzimaticas,
pero del 2-5 % escapa a esta reduccion bivalente y queda en forma monovalente, y de
ello resulta la formacion de radicales libres de oxigeno. Que no son mas que atomos
0 moléculas que poseen un nimero impar de electrones en su Orbita mas externa, y
gue también se generan cuando ocurre una adicion a un doble enlace. Son muy
inestables y pueden reaccionar con otras moléculas, entregando o recibiendo un

electrén (Pérez y col., 2000).
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La exposicion a concentraciones elevadas de O: determina un aumento de la
produccion de ERO. La toxicidad de estas especies depende tanto de la dosis como
de la duracion de la exposicion al Oz (Shoemaker y col., 1998).

Las ERO pueden lesionar macromoléculas como el ADN, los hidratos de carbono y las
proteinas. Estas especies de oxigeno citotoxico pueden clasificarse en 2 tipos: a) los
radicales libres, como el radical superoxido (O2) y el radical hidroxilo (OH) y b) las
especies de oxigeno no radicales, como el peréxido de hidrégeno (H2032), el oxigeno
singlete (Oz2), que resulta una especie muy toxica, el peroxinitrito (ONOO") y el &cido
hipocloroso (HCLO) (Aldershvile y col, 1998).

Estas ERO son moléculas altamente reactivas que atacan constantemente al cuerpo
humano mediante reacciones bioquimicas de tipo redox, que ocurren como parte
normal del metabolismo celular o por la exposicion a factores ambientales (Pérez y
col., 2000).

Los productos del dafio oxidativo resultan en macromoléculas que se han identificado
previamente en materiales biologicos como plasma, células en sangre y orina, y sirven
como biomarcadores de dafio oxidativo. Cuando el dafio oxidativo ocurre en el ADN,
los productos resultantes son usualmente eliminados por enzimas reparadoras ya que
pueden ser detectados como “derivados nucledsidos”.

1.3.1. Radicales libres

Un radical libre es toda sustancia capaz de existir independiente, que contiene uno o
mas electrones no emparejados, esto es, un electron impar en una Orbita (Ziegler y
Filer, 1997). A veces, los procesos metabdlicos producen la liberacion de electrones

individuales, que en ocasiones acepta el oxigeno. Cuando esto sucede, el nuevo
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atomo de oxigeno inestable se convierte en un radical libre debido al electron
desapareado afiadido. Este tipo de produccion de radicales libres es comun durante el
metabolismo (Thompson y col., 2008).

Los radicales libres se producen continuamente en el organismo por medio de
reacciones bioquimicas redox, que tienen lugar a través del metabolismo normal de
las células, por los fagocitos, en una reaccion inflamatoria controlada y también en
ocasiones, como respuesta a la exposicion de radiaciones ionizantes, rayos
ultravioletas, contaminacion ambiental, humo de cigarrillos, hiperoxia, exceso de
ejercicio e isquemia (Randox Laboratories).

Como la mayor parte de las moléculas biolégicas no son radicales, la generacion de
radicales reactivos como el hidroxilo (OH") “in vivo” suele inducir reacciones en cadena
(Ziegler y Filer, 1997). Con la pérdida de la integridad de la membrana celular, también
se pierde la capacidad para regular el movimiento de los lipidos y nutrientes dentro y
fuera de la célula (Thompson y col., 2008).

1.3.2. Defensas antioxidantes

Los radicales libres son protagonistas de numerosas enfermedades que provocan
reacciones en cadena; estas reacciones solo son eliminadas por la accion de otras
moléculas que se oponen a este proceso toxico en el organismo, las cuales son
conocidas como antioxidantes. Un primer grupo trabaja sobre la cadena del radical
inhibiendo los mecanismos de activacion, un segundo grupo neutraliza la accion de los
radicales libres ya formados, por tanto detiene la cadena de propagacion (Sahnoun y

col., 1997).
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El sistema antioxidante protege a los tejidos de los efectos de los radicales libres. Los

antioxidantes se clasifican segun su funciéon en: primarios, secundarios y terciarios

(Céspedes y col., 2000).

En el primer grupo, se encuentra la linea de defensa antioxidante constituida por

enzimas, que protegen al organismo contra la formacion de nuevos radicales libres,

entre los que se encuentran:

Superoxido dismutasa (SOD), que captura el radical anion superoxido y
ocasiona la descomposicion del mismo y lo transforma en peréoxido de
hidrégeno.

Glutation peroxidasa (GPx), que neutraliza el perdxido de hidrégeno y los
peroxidos lipidicos convirtiéndolos en moléculas “inofensivas” antes de que
puedan formar radicales libres.

Glutation reductasa (GR), que frena la disponibilidad del Fe, necesario para la

formacion del radical OH".

En el segundo grupo de antioxidantes, se encuentran los no enzimaticos, algunos de

ellos son:

e Lavitamina E o a tocoferol, la funcion principal de la vitamina E es antioxidante,

esto significa que dona un electron a los radicales libres, de modo que los
estabiliza y evita que éstos desestabilicen a otras moléculas. La vitamina E
protege a las LDL de la oxidacién, lo que reduce el riesgo cardiovascular
(Thompson y col., 2008). También neutraliza al radical OH" por su ubicacion en
las membranas donde su proteccion es particularmente importante (Pérez y col.,

2000).
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La vitamina C, actla como un antioxidante importante del liquido extracelular,
dona electrones a los radicales libres, de modo que previene los dafios en
células y tejidos. También cumple una funcion antioxidante en los pulmones, lo
gue ayuda a proteger de los dafios provocados por el 0zono y humo de cigarros.
Por su caracter reductor, reacciona rapidamente con el Oz2" y con el OH’,
también es captor del oxigeno singlete y del ion hipoclorito. La vitamina C
también regenera a la vitamina E después de su oxidacion, esto se produce
cuando el acido ascorbico dona electrones a los radicales libres de la vitamina
E, de modo que se convierte en acido deshidroascérbico (Pérez y col., 2000;
Thompson y col., 2008)

El glutation (GSH), ademés de captar el H202 como substrato de la glutation
peroxidasa (GPx), también capta al oxigeno singlete (Oz2) y al radical el hidroxilo
(OH").

La transferrina y la ceruloplasmina son transportadoras de metales de
transicion, hierro y cobre respectivamente, que son generadores de ERO (Pérez
y col., 2000).

La vitamina A, igual que la vitamina E y C elimina los radicales y protege las
LDL de la oxidacién. Los niveles adecuados de vitamina A en la sangre se
asocian con riesgos menores de algunas formas de cancer y cardiopatias
(Thompson y col., 2008).

Los polifenoles, son sustancias que se encuentran de forma natural en las
plantas y pueden reducir el riesgo de enfermedades como el cancer y las

cardiopatias. Se encuentran en abundancia en las frutas y hortalizas (Thompson
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y col., 2008). Las plantas contienen muchos compuestos fendélicos que inhiben
la peroxidacion lipidica como los flavonoides, aunque a veces pueden actuar
como prooxidantes si se mezclan con iones de cobre y hierro in vivo (Ziegler y
Filer, 1997).
Dentro de los antioxidantes terciarios, encargados de reparar biomoléculas dafiadas
por los radicales libres se incluyen:
e Sistemas que reparan el dafio producido, como las proteasas reparadoras de
ADN y la metionina sulféxido reductasa.
e Sistemas eliminadores de compuestos celulares oxidados como las

macroxiproteinasas y las endonucleasas (Pérez y col., 2000).

La defensa antioxidante, enzimética y no enzimatica protege, al organismo contra el
dafio oxidativo, pero no con el 100 % de eficiencia. Los antioxidantes no enzimaticos
son frecuentemente afiadidos a los alimentos para prevenir la peroxidacion lipidica que
se asocia a numerosas patologias y a estados de estrés oxidativo.

Estudios epidemiolégicos han mostrado una disminuciébn de la incidencia de
enfermedades cardiovasculares en personas con suplementacion antioxidante, donde
las vitaminas E y el beta caroteno disminuyen el riesgo de accidentes fatales
(Céspedes y col., 2000). Por ello se recomienda introducir en la dieta alimentos que
contengan compuestos antioxidantes, alimentos ricos en polifenoles y otros

compuestos fendlicos capaces de capturar radicales libres (Larson, 1997).
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1.4. Ananas comosus L

Las bromeliaceas constituyen un grupo tropical, casi exclusivamente americano, de
hierbas cuyas hojas forman una roseta basal, la inflorescencia terminal estd a menudo
provista de bracteas vistosas (Le6n, 2000). Pertenece a la familia Bromeliaceae y al
género Ananas, es una planta herbacea parenne, monocotiledénea que tiene una
inflorescencia terminal formada lateralmente con bracteas apretadas de color rojo o
verde; la planta adulta mide de 1 a 1,20 m de altura. El fruto esta compuesto de 100 o
mas flores fusionadas y es variable en forma, tamafio y sabor; la unién de estas flores
se denomina fruto multiple (Guido y col., 1983).

El fruto, la pifia propiamente dicha, es un sincarpio grueso, de bracteas espinosas,
carnoso, grande, que llega a pesar hasta 3 kilos; generalmente amarillento, aunque
los hay rojizos y morados; es muy oloroso y suculento, de sabor muy agradable,
agridulce; el interior es amarillo, mas o menos intenso segun las variedades; termina
en un penacho de hojas (Velez y Valery, 1990).

La pifia es la planta mas conocida de las 2.700 especies agrupadas en 56 géneros de
la familia Bromeliaceae, es cultivada para alimento, su nombre cientifico es Ananas
comosus L., no presenta semilla es una especie asexual y se propaga vegetativamente
por brotes laterales y el enraizado de las hojas que se encuentran por arriba del fruto
(Garcia y Serrano., 2005).

1.4.1. Composicion quimicay nutricional

La pifia presenta una variacion en su composicion quimica, de acuerdo con la época

en la que se produce. De manera que su produccion ocurre en verano, en épocas de
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temperaturas altas. Los acidos mas comunes y abundantes en el fruto son el acido
citrico y el acido malico.

El contenido de azlcares en la fruta es abundante, predominando la sacarosa (66%)
y 34% de azucares reductores glucosa y fructosa. El sabor del fruto depende
principalmente de su contenido de azucares totales, el cual puede ser alterado por el
periodo de desarrollo del fruto. El contenido de lipidos es bajo, pero estos ejercen una
funcion muy importante en la conservacion de la textura y el aroma del fruto.

El valor nutricional del fruto depende principalmente de sus azlcares solubles, de las
vitaminas y de los minerales que contiene, teniendo que los valores de proteinas y de
lipidos son relativamente bajos (Montilla y col., 1997).

El valor nutricional del fruto de pifia, segun la tabla de composicién de alimentos del
INN, se reporta a continuacion en la tabla 1 (INN, 2012):

Tabla 1. Valor nutricional

Calorias 55,00 kcal Fosforo 11,00 mg
Agua 84,90 g Hierro 0,50 mg
Proteinas 0,40 g Sodio 2,00 mg

Grasas 0,209 Potasio 173,00 mg
Carbohidratos 14,19 Tiamina 0,08 mg
Fibra 570¢ Riboflavina 0,02 mg
Ceniza 0,409 Niacina 0,20 mg
Calcio 16,00 mg  Vitamina C 26,00 mg

Vitamina A 14,00 ug

Macro y micro nutrientes presentes en 100g de pulpa (parte comestible) de pifia.
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1.4.2. Capacidad antioxidante

Los polifenoles, productos secundarios de los vegetales, constituyen un amplio y
complejo grupo de fitoquimicos, con mas de ocho mil estructuras conocidas (Melo y
col., 2008). Los compuestos fendlicos de la fraccion hidrofilica de las frutas como la
pifia, son responsables por mas del 90% de la capacidad antioxidante total (Melo y col.,
2008); la capacidad antioxidante de los polifenoles es debida principalmente a sus
propiedades reductoras, cuya intensidad de accion antioxidante exhibida es diferente
dependiendo fundamentalmente del nimero y posicion de los grupos hidroxilos
presentes en la molécula (Melo y col., 2008).

En este orden de ideas podemos destacar que, la pulpa de pifia posee un total de 8,91
mg de polifenoles totales por cada 100 g de fruta en base seca (Ramirez y Pacheco,
2011) y una capacidad antioxidante de 20 pA a un potencial de 316,6 mV, capacidad
que coloca a la pifia por encima de frutas como la guayaba, el maracuya, el lulo, el
melon y el tomate de arbol (Botero y col., 2007).

Cabe destacar que la cascara de pifia también posee capacidad antioxidante debido a
la cantidad de compuestos como flavonoides (0,90 pug/100g de cascara), carotenoides
(150 ng/100g) y vitamina C (40.63 mg ug/100g) (Ramirez y col., 2011).

Los flavonoides son compuestos fendélicos constituyentes de la parte no energética de
la dieta humana, contienen en su estructura quimica un namero variable de grupos
hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de
transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante (Havsteen, 1983). Por

ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fendmenos de dafio
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oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado niumero de patologias, incluyendo
la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer (Pace-Asciak, 1995).

Asi mismo los carotenoides son tetraterpenos constituidos por unidades mditiples de
isopreno con un anillo de ciclohexano sustituido e insaturado en cada uno de los
extremos y su caracteristica distintiva es el extenso sistema de dobles enlaces
conjugados, denominado cadena (Carranco y col., 2011). Su accion antioxidante esta
determinada por las propiedades fisicas y quimicas de las moléculas. Primero, la
geometria integral molecular (tamafio, tipo, presencia de grupos funcionales) es vital
para asegurar que el carotenoide es afin con las estructuras celulares y subcelulares
en la localizacién y orientacion correcta que permite una eficiente funcién. Segundo, el
sistema de dobles enlaces conjugados determina las propiedades fitoquimicas y de
reactividad quimica que forma la base de su funcidn antioxidante. Ademas, las
interacciones especificas con otras moléculas en la vecindad inmediata son cruciales
para el funcionamiento correcto (Young y col., 2001). Finalmente la vitamina C actia
como un antioxidante, al estar disponible para una oxidacion energéticamente favorable
ya que posee la capacidad de reaccionar directamente con el radial superéxido (O2),
al oxidarse se evita la oxidacion de otras moléculas importantes para el funcionamiento
celular (Gil, 2010).

1.4.3. Lacéascaracomo residuo industrial

Los residuos de la industrializacion de la pifia constituyen hasta el 65% del fruto, por lo
cual, su aprovechamiento de diversas formas constituye una fuente alternativa que le
da un valor agregado, lo que resulta ventajoso desde el punto de vista econémico y

ambiental. Algunos subproductos del procesamiento industrial de la pifia, han sido
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clasificados como una buena fuente antioxidante de hasta 1924,33 ug equivaletes de
trolox (analogo de la vitamina E) por gramo de materia seca encontrada en este
subproducto (Cueto y col, 2014).

1.4.4. Microbiologia

Las frutas tienen en general un pH bajo menor a 4,5, por lo tanto es un obstaculo para
el crecimiento de bacterias, aunque pueden llegar a crecer mohos y levaduras. En el
caso de la pifia presenta defensas naturales contras las infecciones microbianas, como
lo es una cascara gruesa que la protege de dafio superficial y el crecimiento
subsecuente de microorganismos. Pero la sola alteracion de la cascara, puede permitir
el crecimiento de microorganismo (Montilla y col., 1997).

1.4.5. Uso comercial

La pifia puede ser consumida en su estado natural en las regiones de produccion y en
el mercado interno de los paises productores; puede ser exportada fresca para el
mercado externo, y puede ser procesada para la elaboracion de rodajas para la
fabricacion de zumo o enlatados de pifia en almibar.

También es utilizada para la extraccion de bromelina, la cual se obtiene del tallo de la
planta de la pifia. Entre los usos de la bromelina se pueden mencionar su empleo como
ablandador de carnes, en la clarificacion de la cerveza, en la fabricacion de alimentos
infantiles, entre otros. Los restos de la industrializacién de la pifia, son utilizados para
la fabricacion de vinos y vinagres de pifia (Montilla y col., 1997).

El exceso de produccion de pifia es frecuente, por lo que el fruto se pierde ya que es
perecedero, debido a su alto contenido de agua y no puede almacenarse durante

largos periodos. Por lo que deben emplearse medidas alternativas para su
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conservacion y posterior comercializacion, una de las medidas es la deshidratacion del
excedente de pifia que no sera inmediatamente consumida (Fernandez y col., 2008).
1.4.6. Frutas deshidratadas

Las frutas deshidratadas son una excelente alternativa para evitar que la materia prima
se dafie y pierda su valor. En el secado de frutas mediante el empleo de aire caliente
a altas temperaturas se afectan las propiedades sensoriales del producto y su valor
nutricional (Vega y Fito, 2005), por lo que la temperatura de secado es una variable a
tener en cuenta al momento del desarrollo de estos productos.

Las frutas antes de ser deshidratasas deben someterse a un tratamiento de limpieza
de materia prima, lo cual influye en la carga microbiana; estos procesos dependeran
de las propiedades de la fruta y del metodo de secado a utilizar. El producto obtenido
por este método contiene baja actividad de agua, un porcentaje bajo de humedad (5%
al 35%) y logra mantenerse en condiciones normales sin que se altere demasiado por
accion de mohos, accion enzimatica o bacteriana (Clementz y Delmoro, 2011).
Pueden presentarse en forma de rodajas, snacks frutales, cubitos, dados, granuladas
0 en cualquier otro tipo de division o dejarse enteras antes de su deshidratacion. Como
desventaja se puede nombrar que debido a la alta porosidad (80%) el producto seco
es muy fragil y no resiste tratamientos mecanicos posteriores y ademas se favorecen
reacciones quimicas de oxidacion de lipidos (Clementz y Delmoro, 2011).

2. ANTECEDENTES

Garcia (2014) realiz6 un estudio en el cual analizo el efecto de una bebida con zumo
de limén y aronia (Aronia melanocarpa) (bebida antioxidante), sobre el estado

antioxidante, biomarcadores de estrés oxidativo y marcadores de inflamacion en
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pacientes con sindrome metabdlico. Uno de los biomarcadores analizado fueron los
iIsoprostanos, los cuales fueron analizados mediante un ensayo competitivo ELISA en
muestras de orina, para su analisis se utilizé el kit EA 85 suministrado por Oxfor
Biomedical Research. Se determinaron los niveles de 15-isoprostano F2t (el
iIsoprostano mejor caracterizado) en muestra de orina, las muestras se mezclaron con
un tampon que elimina las interferencias debido a una unién no especifica. EI 15-
isoprostano F2t de las muestras compite con del 15-isoprostano F2t conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP) por el anticuerpo policlonal especifico para 15-
isoprostanos F2t, que estd inmovilizado en la microplaca. La actividad de la HRP da
como resultado una coloracién cuando se afiade el sustrato y la intensidad de color
sera proporcional a la cantidad de 15-isoprostano F2t en la muestra.

Obtuvieron que tras el consumo de una bebida antioxidante durante cinco meses, los
niveles de los isoprostanos disminuyeron en ambos grupos analizados (grupo control
y pacientes con sindrome metabolico que consumieron la bebida antioxidante),
observandose diferencias significativas (p < 0,05). De acuerdo a sus resultados
concluyeron que el consumo de la bebida con zumo de limon y aronia disminuia la
peroxidacion lipidica y podria ser potencialmente utilizado para prevenir el estrés
oxidativo asociado a enfermedades cardiovasculares.

La actividad antioxidante del fruto Ananas comosus ha sido determinada segun Lima
y col. (2009). Ellos realizaron la caracterizacién quimica, nutricional y la capacidad
antioxidante de residuos de pulpa de pifia. Para ello recolectaron residuos de pifia en
la etapa de despulpamiento en una industria de fruta y fueron triturados y

homogenizados. Luego le realizaron analisis de humedad, cenizas, proteinas y lipidos
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segun las normas del Instituto de Adolf Lutz-IAL (2005) y también determinaron los
valores de vitamina C, antocianinas, carotenoides y flavonoides. Los compuestos
fendlicos fueron determinados por el método Folin-Ciocauteu y la actividad
antioxidante por el método de captura de radial DPPH. Los resultados obtenidos
demostraron que el residuo de pifia posee 0,69% de lipidos, 1,05% de proteinas y
9,54% de carbohidratos, asi como cada 100 g de residuo contiene 150,76 pg de
carotenoides, 0,9 ug de flavonoides y 40,83 mg de vitamina C; pudiendo de ésta forma
ser utilizado como un ingrediente en alimentos formulados con el fin de mejorar el valor
nutricional de los productos.

Luego Ramirez y col. (2011) también determinaron los compuestos bioactivos
presentes en la pulpa de pifia (Ananas comosus), para determinar el acido ascorbico,
utilizaron como reactivo el 2,6 diclorofenol-indofenol segun el método de la AOAC
967.21 (1997); para calcular polifenoles totales extraibles utilizaron el método Folin-
Ciocalteu, usando acido galico como estandar; de acuerdo a Jiménez-Escrig y col..
(2001); también determinaron los carotenoides totales por el método
espectrofotométrico de la AOAC (1990). Determinaron que la pulpa de pifia tiene un
contenido de polifenoles totales de 8,91 mg/100g, 0,13 mg/100mg de carotenoides y
89,13 mg/100g de vitamina C.

También Cueto y col. (2014) analizaron las propiedades fisicas, fisicoquimicas y
funcionales de un producto en polvo a base de cascara de pifia y linaza utilizando una
metodologia similar a la utilizar en este trabajo. Determinaron que el producto era una
buena fuente de fibra con un 29,87%, comparado con la bibliografia para pulpa de pifia

gue era de 13,65% de fibra total.

23



3. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto antioxidante de una mezcla a base de cascara de pifia (Ananas
comosus) en pacientes con obesidad y sobrepeso.

Objetivos Especificos

1. Caracterizar el producto deshidratado, molido y tamizado a base de cascara de
pifia (Ananas comosus).

2. Realizar una evaluacién sensorial de la mezcla del producto en agua para
bebida a base de la cascara de pifia (Ananas comosus).

3. Evaluar medidas antropométricas y nutricionales en pacientes con tendencia a
obesidad y sobrepeso, antes y después del consumo de la bebida a base de la cascara
de pifia (Ananas comosus).

4, Caracterizar el perfil lipidico y de las distintas subfracciones de LDL en
pacientes con sobrepeso y obesidad, antes y después del consumo de la bebida a
base de la cascara de pifia (Ananas comosus).

5. Evaluar marcador de estrés oxidativo en pacientes con sobrepeso y obesidad,
antes y después del consumo de la bebida a base de la cascara de pifia (Ananas

Comosus).
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4. MATERIALES Y METODOS

El estudio de intervencion con pacientes, se realiz6 en el Laboratorio de
Endocrinologia y Enfermedades Metabdlicas en el Hospital Militar “Dr. Calos Arvelo”
de la ciudad de Caracas, Venezuela. La caracterizacién y los correspondientes
ensayos para producir el polvo a base de cascara de pifia se realizaron en los
laboratorios del Instituto de Ciencias y Tecnologia de Alimentos (ICTA, UCV).

4.1. Disefio de lamezcla a base de cascara de pifia

4.1.1. Materia prima

La cascara de pifia deshidratada fue suministrada por la empresa DEVENALSA, S.A.
Las pifias fueron previamente descoronadas y luego lavadas con agua y cepillo;
después del lavado las mismas fueron peladas utilizando una peladora semi-manual
separando la cascara de la pulpa. Posteriormente la cascara fue sanitizada con
hipoclorito de sodio al 0,15% v/v, al ser retirado con un lavado con cepillo la cascara
fue cortada en trozos con un grosor aproximado de 1 cm.

Los trozos se distribuyeron en bandejas y se deshidrataron en un deshidratador de
bandeja HAVERST SABER, a una temperatura de 65+5°C durante 5 horas, Se obtuvo
un lote de 10 kg de cascara de pifia deshidratada, los cuales se empaquetaron en
bolsas y se almacenaron a temperatura ambiente en contenedores de plastico.
Posteriormente los trozos se molieron utilizando un molino Fitz Mill modelo D y se
tamizo6 el polvo hasta obtener 5 kg de cascara molida a una granulometria menor a

125 um.
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EL polvo obtenido se empaqueto6 en bolsas plasticas selladas al vacio y se almacené
a temperatura ambiente en contenedores de plastico, y fue traslado a los laboratorios
del ICTA para la realizacion de los analisis pertinentes.

El lote de polvo a una granulometria de 125 ym se separ6 en tres partes, 2 kg se
almacenaron para la caracterizacion proximal del producto, 500 g se utilizaron para los
andlisis microbiolédgicos y 2,5 kg se empaqguetaron en envases plasticos debidamente
sanitizados y etiquetados para el consumo de los voluntarios, asi como para
realizacion de la curva de humedad del producto.

Cada envase suministrado a los voluntarios contenia 150 g del producto con una
medida estandarizada para consumir 10 g diarios por 15 dias.

4.1.2. Métodos

4.1.2.1. Caracterizacion proximal

41.2.1.1. Humedad

El porcentaje de humedad se cuantifico siguiendo la metodologia de la AACC, 2003
método 44-32.Para ello se utilizé una capsula cubierta y previamente secada a 100 °C,
después se dejo enfriar en un desecador hasta alcanzar temperatura ambiente y se
volvié a pesar. En la capsula se pesaron 2 gramos del producto y se llevo a calentar
en la estufa a una temperatura de 70°C, hasta que se obtuvo un peso constante
(aproximadamente 5 horas), en un vacio parcial con una presion equivalente 25 mmHg
0 menos (admitiendo aire seco dentro del horno hasta alcanzar la presion atmosférica).
Inmediatamente después de sacar de la estufa se colocé en el desecador hasta que

alcanzé la temperatura ambiente y se volvié a pesar, la diferencia de peso antes y
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después del secado en la estufa referido al peso inicial de la muestra proporcioné la
humedad de la misma.

41.2.1.2. Cenizas

El porcentaje de ceniza se determind siguiendo la metodologia de la AOAC, 2010
método 940.26. Se utilizd un crisol previamente pesado y secado a 100 °C, después
se dejé enfriar en un desecador hasta alcanzar temperatura ambiente y se volvié a
pesar. En el crisol se pesaron £2 gramos del producto y se pre-incineraran con la ayuda
de un mechero Fisher. Luego se colocaron los crisoles con las muestras carbonizadas
en una mufla durante 5 horas a una temperatura de 550 °C. Pasado el tiempo de
incineracion se colocaron los crisoles con las muestras en un desecador de vidrio
Pyrex hasta que alcanzo6 temperatura ambiente. Por Ultimo se pesaron los crisoles y
se determino el porcentaje de cenizas.

4.1.2.2. Métodos fisicos

41.2.2.1. Color

El color en el producto se determino por el método descrito por Hunter (2001) y Giese
(1995), utilizando un colorimetro Color Flex Hunter Lab modelo CX 1819, con escala
CIE LAB y estandarizado con una placa blanca de valores L* = 94,68; a* = -1,24 y b*
= 2,27. Los parametros a determinados fueron:

L* = indice de luminosidad o claridad.

a *= Matiz o longitud de onda predominante.

b* = Intensidad del color.

AE* = Cambio total del color.
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El valor de L representa una mayor o menor reflectancia de luz y sus valores pueden
variar entre 0 (negro) y 100 (blanco).

Los valores de a* y b* representan coordenadas de cromaticidad, donde hay valores
en una coordenada pasando por cero; en el caso de a* los valores positivos indican
rojo, el cero representa al color gris y los valores negativos indican verde. En el caso
de la coordenada b*, los valores positivos indican al color amarillo, cero al color gris y
los valores negativos son representados por el color azul.

El AE indica el tamafio de la diferencia del color, pero no en qué sentido difieren y se
calculé siguiendo la siguiente ecuacion:

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

41.2.2.2. Granulometria

La granulometria se determiné siguiendo la metodologia de la AACC, 2003 método
55-30. El equipo utilizado cuenta con seis tamices (N° 20, 40, 60, 80,120), con tamafo
de particula de 525 ym, 425 uym, 250 ym, 180 um y 125 um respectivamente. La
cantidad de muestra retenida en cada tamiz se expresé en porcentaje.

4.1.2.2.3. Actividad de agua (Aw)

La actividad de agua (Aw) se determiné siguiendo la metodologia de la AOAC, 2010
método 320.05. La muestra se agrego en los recipientes adecuados para el equipo y
se espero hasta que este realizara la lectura. El equipo utilizado fue Aqualab modelo

CX-2.
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4.1.2.3. Métodos fisicoquimicos

4.1.2.3.1. Separacion de fase

Este andlisis se realiz6 siguiendo la metodologia citada por Pérez y col., (2007). Se
pesaron 10 g del producto en un cilindro graduado de 100 mL, posteriormente se
afadieron 50 mL de solucién de bromofenol (4 mg/L), el cilindro se tapé y se mezcld
con movimientos horizontales y verticales (12 veces en cada direccion por 5
segundos). Se dejo reposar durante 60 minutos y al final de este tiempo el volumen de
sedimento se midié en mL.

4.1.2.3.2. Acidez total titulable

La acidez del producto se midi6é siguiendo el método 02-31 de la AACC, 2003. Se
disolvieron 10 g de la muestra en un beacker con 100 mL de agua destilada hervida y
se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se dejo sedimentar por una hora. Luego se
pipetearon 20 mL del sobrenadante y se colocaron en una fiola y se afadieron 3 gotas
del indicador fenolftaleina al 1% y se procedio a titular con una solucién estandar de
hidréxido de sodio (NaOH) al 0,1 N, hasta que se produzco un leve color rosado que
persista por 30 segundos. El resultado se expres6 en porcentaje de acido citrico (g de
acido citrico anhidro/ 10g de muestra).

4.1.2.3.3. pH

El pH del producto se midié siguiendo el método 02-52 de la AACC, 2003. Se
disolvieron 10 g de la muestra en un beacker con 100 mL de agua destilada recién
hervida y se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Al alcanzar la temperatura ambiente

se midié el pH utilizando un pHmetro digital Digimed modelo DM-23.
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4.1.2.3.4. Dispersabilidad

Para determinar la dispersabilidad del producto en agua se siguié la norma venezolana
COVENIN 3232:1996. Se colocaron 100 mL de agua a 100 = 2 °C en un vaso de
precipitado y se agregaron 10 g del producto, luego se procedi6 a agitar
enérgicamente. Se agitd con 25 movimientos completos de agitacion circular hacia
adelante y hacia atras, durante 15 segundos y se vacio el producto reconstituido sobre
un tamiz de 180 pm.

Se procedi6 a pipetear 10 mL del filtrado y se colocaron en la capsula con arena
previamente seca, fria y pesada. Se evapor6 a bafio de Maria y se dej6é secar por 4
horas a 105 °C, luego se enfri6 hasta temperatura ambiente en un desecador y se
peso. La diferencia de peso indico la cantidad de materia seca del producto en el
producto reconstituido.

4.1.2.4. Andlisis microbioldgico

Para establecer los criterios microbioldgicos del producto se realizo la determinacion
de aerobios mesdfilos y de mohos, segun la norma COVENIN 409:1998. Se utilizé
como guia el contaje microbiolégico, para el apto consumo humano, la norma
COVENIN 2125:2011 para mezclas de frutas deshidratas.

41.2.4.1. Determinacion de aerobios mesofilos

Para la determinacion de aerobios mesofilos presentes en el producto se empled la
técnica de extension por superficie de siembra en placas de agar PCA (Plate Count
Agar). Para ello se pesaron 10 g del producto y se colocaron en un recipiente que
contenia 90 mL de agua peptonada, para obtener la dilucién inicial de 10°%; a partir de

esta dilucion se realizaron diluciones seriadas hasta 103. Al tener la diluciones se
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procedié a sembrar 0,1 mL de cada dilucién por extension en superficie con rastrillo en
placas de agar PCA, cada dilucion se sembro por duplicado. Las placas se incubaron
a 32+ 1°C por 48 £ 3 h, segun lo establecido en la norma COVENIN 902-1987. Al
terminar el periodo de incubacion se contaron las colonias en un rango entre 30 UFC/g
a 300 UFC/g, el recuento final se denoté como unidades formadoras de colonias (UFC)
por los gramos de producto (UFC/g).

4.1.2.4.2. Determinacion de mohos y levaduras

Para la determinacién de mohos y levaduras presentes en el producto se empleé la
técnica de extensién por superficie de siembra en plagas de agar PDA (Potato
Dextrose Agar). Para ello se pesaron 10 g del producto y se colocaron en un recipiente
gue contenia 90 mL de agua peptonada, para obtener la dilucién inicial de 101; a partir
de esta dilucion se realizaron diluciones seriadas hasta 103. Al tener la diluciones se
procedié a sembrar 0,1 mL de cada dilucion por extension en superficie con rastrillo en
placas de agar PDA, cada dilucion se sembro por duplicado. Las placas se incubaron
a 20-25°C por 3 a 5 dias, segun lo establecido en la norma COVENIN 1337-1990. Al
terminar el periodo de incubacion se contaron las colonias en un rango entre 20 UFC/g
a 200 UFC/g, el recuento final se denoté como unidades formadoras de colonias (UFC)
por los gramos de producto (UFC/g).

4.1.2.5. Evaluacion sensorial

Se realiz6é una evaluacion sensorial de una mezcla en agua para la bebida a base de
cascara de pifia, con un panel no entrenado de 20 personas. Se utilizé para ello, una

escala hedonica de nueve puntos (Anexo 1) que van desde 1 indicando “me disgusta
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extremadamente”, hasta 9 “me gusta extremadamente”. Los parametros evaluados
fueron color, olor, sabor, textura y apariencia general.

4.2. Evaluacion del efecto antioxidante de la mezcla en pacientes con obesidad
y sobrepeso

4.2.1. Muestra poblacional y disefio del estudio

La muestra poblacional inicial estuvo constituida por 10 individuos de los cuales solo
7 individuos completaron el estudio, el grupo estuvo comprendido por individuos de
ambos sexos (2 hombres y 5 mujeres) con edades comprendidas entre los 45y 77
afos. Esta muestra fue seleccionada en el Hospital Militar “Dr. Calos Arvelo”, a los
voluntarios se le realiz6 una evaluacién clinica y metabdlica para garantizar que eran
individuos sanos; los voluntarios seleccionados para el estudio fueron informados de
manera individual y todos ellos firmaron el documento de consentimiento informado y
de conformidad (Anexo 2).

Los criterios de exclusion fueron mujeres embarazadas, en lactancia materna,
condicion clinica significativa (enfermedad renal, hipertension, cardiovascular,
diabetes, enfermedad del higado o rifion), alergia o sensibilidad a la prueba de
ingredientes del producto, laboratorios clinicos anormales previos y cualquier otra
condicion que el investigador pudiese considerar que podria afectar negativamente al
participante. El uso de medicamentos para el tratamiento de cualquiera de las
siguientes condiciones: hipertension, vasodilatacion, disfuncién eréctil, pérdida de
peso, uso de anticoagulantes y de suplementos dietéticos que se sabe tienen actividad

antioxidante, fueron contraindicados para el estudio.
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En el estudio los sujetos consumieron adicional a su dieta habitual una racién medida
de 10 g/dia de una mezcla para bebida a base de cascara de pifia (A. comosus) una
vez al dia durante 15 dias. Se evaluaron los voluntarios antes de comenzar el estudio
y después del consumo por quince dias del producto.

Los participantes fueron instruidos para comenzar a tomar la bebida en polvo, en qué
forma y en qué momento debian hacerlo (Anexo 2).

4.2.2. Evaluacion nutricional y antropométrica

Esta evaluacion incluyd mediciones de peso corporal, estatura maxima vy
circunferencias de cintura y cadera, siguiendo la metodologia del Programa
Internacional de Biologia (Weiner y Lourie, 1981). Para la medida del peso se utilizé
una balanza digital modelo TANITA® UM-080, con precision de + 100 g (rango 0,1 -
150 kg). La balanza se situ6 sobre una superficie plana y horizontal, en una habitacion
habilitada para ello, y comprobando el cero antes de cada pesada.

Para la medida de la talla se tom¢ la distancia entre el vértice craneal y la planta de
los pies del sujeto medida en cm, utilizando una cinta de fibra de vidrio fijada a la pared
y una escuadra. Se posiciono al individuo de pie, descalzo, con los pies juntos, rodillas
estiradas, talones, nalgas y espalda en contacto con la pared y los brazos extendidos
paralelamente al tronco durante la medicion.

Las circunferencias de cintura y cadera se midieron, con una cinta métrica
antropomeétrica de fibra de vidrio, estrecha, flexible y no elastica. La circunferencia de
cintura en un punto medio entre la arcada costal inferior y la cresta iliaca superior a
nivel de la linea axilar anterior y la circunferencia de cadera a la altura de la extension

maxima de los gluteos. Con las medidas obtenidas se determiné el indicador: indice
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de masa corporal (IMC), para ello se dividio el peso en kilogramos (kg) por la talla al
cuadrado (m?) de los voluntarios.

Se le realiz6 a cada paciente una evaluacion nutricional la cual consistio en entrevistar
a cada uno por medio de un recordatorio de 24 horas (Lares y col., 2011) antes de
comenzar el estudio y después. El recordatorio de veinticuatro (24) horas es un
meétodo cuantitativo de valoracion del consumo alimentario, este método valora la
ingesta real del individuo en las 24 horas anteriores a la encuesta, para ello se le
solicité al individuo recordar todos los alimentos e ingredientes consumidos el dia
anterior a la entrevista.

4.2.3. Evaluacion bioquimica

A cada paciente se le realizaron tomas de muestras de sangre en ayuno de 14 horas,
antes y después del consumo del producto; y se extrajeron 30 mL de sangre periférica
en dos tubos Vacutainer sin anticoagulante para la obtencion de suero y un tubo
vacutainer con anticoagulante (EDTA) para obtener plasma, luego de centrifugarlos a
1.000 g por 20 minutos. El suero se empled para la determinacion de: colesterol,
triglicéridos, HDL, LDL, VLDL, glucemiay acido urico empleando el método enzimatico
colorimétrico de Roche Diagnostico C.A. y medidas en un analizador quimico Hitachi
902; y para la determinacion de las apoproteinas Apo A1 y Apo B mediante la
metodologia de inmunodifusion radial. Con el plasma se determinaron los valores de
8-isoprostano, éste se analizé mediante un ensayo competitivo ELISA; para su analisis
se utilizo el kit EIA 8-isoprostano item No. 516351 de quimica Cayman y se empled un

lector para placas de ELISA BioTek modelo EIx800. Con el plasma sanguineo también
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se determinaron las distintas subfracciones de LDL mediante una electroforesis en
condiciones no desnaturalizantes en geles de poliacrilamida.

A continuacién se detalla la metodologia seguida en cada test:

Colesterol total:

La medida de los niveles de colesterol se calcularon empleando un ensayo
colorimétrico, donde el colesterol de la muestra se determina enziméticamente por las
enzimas colesterol esterasa y colesterol oxidasa. Los ésteres de colesterol se
desdoblan por accién del colesterol esterasa, a colesterol libre y acidos grasos. La
colesterol oxidasa cataliza luego la oxidacion del colesterol a colesten-3-ona y peréxido
de hidrogeno.

Bajo la accion catalitica de la peroxidasa, el peréxido de hidrégeno formado reacciona
con la 4-aminoantipiridina y el fenol formandose quinoneimina que presenta un color
rojo cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracion de colesterol, que
se puede medir fotométricamente a 512 nm. El analizador calcula automaticamente la
concentracion del analito en cada muestra (mg/dL).

Triglicéridos:

El método se basa en un test colorimétrico, donde los triglicéridos de la muestra se
determinan enzimaticamente por las enzimas lipasa pancreatica, glicerol quinasa y
glicerol fosfato oxidasa.

Los triglicéridos se desdoblan, por la accion de la lipasa pancreatica, a glicerol y acidos
grasos. En presencia de magnesio, el glicerol libre se fosforila por la glicerol quinasa
(GK) a glicerol-3-fosfato y luego en presencia de oxigeno el glicerol-3-fosfato se oxida

por la glicerol fosfato oxidasa (GPO) a dihidroxiacetona y peroxido de hidrégeno.
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Bajo la accion catalitica de la peroxidasa, el peréxido de hidrégeno formado reacciona
con la 4-aminofenazona y el 4-clorofenol formandose quinoneimina, un colorante rojo
cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracién de triglicéridos, que
se puede medir fotométricamente. El analizador calcula automaticamente la
concentracion del analito en cada muestra (mg/dL).

HDL.:

El método se basa en un test colorimétrico, donde el HDL de la muestra se determina
enzimaticamente, por las enzimas colesterol esterasa y colesterol oxidasa acopladas
a polietilenglicol (PEG).

En presencia del sulfato de magnesio, el sulfato de dextrano forma complejos solubles
en agua con las particulas HDL, VLDL y quilomicrones, selectivamente otorgandoles
una mayor reactividad frente a las enzimas modificadas por PEG.

A continuacion la PEG-colesterol esterasa (PEG-CE) provoca el desdoblamiento de
los ésteres de colesterol-HDL a colesterol libre-HDL y acidos grasos. En presencia de
oxigeno, el HDL se oxida por la PEG-colesterol oxidasa (PEG-CO) a 4-colestenona y
peroxido de hidrogeno.

Bajo la accion catalitica de la peroxidasa (PO), el peréxido de hidrégeno formado
reacciona con la 4-amino-antipirina y el N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)- 3,5-dimetoxianilina
formandose quinonamina colorante azul-supura. La intensidad del colorante es
directamente proporcional a la concentracion de HDL, que se midié fotométricamente
a 600 nm. El analizador calcula automaticamente la concentracion del analito en cada

muestra (mg/dL).
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LDL:
La concentracién de LDL se calcul6 aplicando la férmula de Friedewald, como describe

Valverde y col. en 1994:

TG
LDL = CT—HDL—?

CT: colesterol total

HDL.: lipoproteinas de alta densidad

TG: triglicéridos

VLDL:

Para el calculo de este parametro se utilizd la estimacion de su valor con la siguiente

féormula:

TG
VLDL = =

TG: triglicéridos

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad

Acido urico

El método colorimétrico para la determinacion del acido Urico, se determina
enzimaticamente, por la enzima uricasa.

El acido urico es oxidado por la accién de la uricasa, en alantoina y peroxido de
hidrégeno. Por la accion catalitica de la peroxidasa, el peréxido de hidrogeno formado
reacciona con la 4-amino-antipirina y el N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina,

formando una guinonaimina coloreada. La intensidad del colorante es directamente
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proporcional a la concentracion de &cido uUrico en la muestra, el analizador calcula
autométicamente la concentracion del analito en cada muestra (mg/dL).

Glucemia:

El método colorimétrico para la determinacion de glucosa en sangre, se determina
enzimaticamente, por la glucosa oxidasa.

La glucosa es oxidada por la accion de la glucosa oxidasa, en &cido gluconico y
peréxido de hidrogeno. Por la accion catalitica de la peroxidasa, el peroxido de
hidrogeno formado reacciona con la 4-aminofenazona, formando una quinonaimina
indicadora roja-violeta. La intensidad del indicador es directamente proporcional a la
concentracion de glucosa en la muestra medido a 505 nm, el analizador calcula
automaticamente la concentracion de glucosa en cada muestra (mg/dL).
8-isoprostano:

Este ensayo para la determinacion del estrés oxidativo, esta basado en la competicion
entre el 8-isoprostano y un conjugado del 8-isoprostano acetilcolinesterasa (trazador
de 8-isoprostano) para un numero limitado de sitios de unidén de antisuero de conejo
8-isoprostano especifico. Debido a que la concentracion del trazador 8-isoprostano se
mantiene constante mientras que la concentracion del 8-isoprostano varia, la cantidad
del trazador 8-isoprostano que se puede unir al antisuero de conejo sera inversamente
proporcional a la concentracion de 8-isoprostano en el pocillo (Morrow y col., 1990).
Se siguidé la metodologia indicada en el kit EIA 8-isoprostano item No. 516351 de

guimica Cayman, descrita en la siguiente tabla (tabla 2):
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Tabla 2. Pasos a seguir para realizar el ensayo de ELISA del 8-isoprostano

PASOS

1.ANADIR

REACTIVOS

2.INCUBACION
3. LAVADO

4. ANADIR
REACTIVOS
5. INCUBAR

6.LECTURA

REACTIVOS BLANCO TA NSB Bo
Buffer EIA -- -- 100pL 50 L
Estandar -- -- -- --
Trazador -- 5uL 50uL 50 puL
Antisuero -- -- -- 50 pL

Cubrir la placa e incubar 18 horas a 4 °C
Lavar los pocillos 5 veces
Trazador -- 5 uL -- --

Ellman’s 200 uL 200 pL = 200 pL 200 pL

MUESTRA

50 L

50 ulL

50 pL

200 pL

Cubrir la placa e incubar 90-120 minutos en la oscuridad

Leer la placa a unalongitud de onda entre 405-420 nm

TA: Actividad total, NSB: Uniones no especifica, Bo: Maxima unién

4.2.4. Determinacion de las Apo A1y Apo B por inmunodifusion radial

Para la determinacion de Apo A1y Apo B se empled un inmunoensayo denominado

inmunodifusion radial (Mancini y col., 1965). Es una técnica que puede determinar

semicuantitativamente la concentracion de un antigeno, en esta técnica se utilizaron

placas de agarosa en gel con el antisuero de apolipoproteina A1 y apolipoproteina B

respectivamente con pequefios pozos dentro de la agarosa donde se vierte la muestra

de suero de cada paciente.

Se agregaron 5 pL del suero de los voluntarios en su correspondiente pozo hasta

completar los 14 pozos, luego se taparon las placas y se dejaron incubar por 72 horas

a 8 °C en una camara humeda. A las 72 horas se revisaron las placas y se midieron
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los diametros de los anillos formados alrededor de cada pozo, ya que el tamafio del
diametro de la circunferencia es proporcional a la concentracion de Apo A1 y Apo B
correspondientemente en el suero de los voluntarios.

Se utilizo la tabla de conversion del anexo 4 para calcular la concentracion de proteina
a partir del diametro.

4.2.5. Separacion de las subfracciones de LDL

Para la separacién de las lipoproteinas presentes en el plasma de los voluntarios, se
emple6 una caAmara de electroforesis vertical BIORAD Mini Protean Tatra Cell. Para
ello se emplearon geles de poliacrilamida al 4% (1,3 mL acrilamida 30%; bisacrilamida
0,8%; 2,5 mL Tris 1,5 M pH 8,8; 6,2 mL agua bidestilada; 50 pL persulfato de amonio
10%; 5 pL tetrametiletiléndiamina), y buffer de corrida (Tris 25 mM pH 8,3; glicina 192
mM). Al realizar la electroforesis en condiciones no desnaturalizantes se tomaron 5 pL
de la muestra de los voluntarios y se mezclaron con 1 pL de azul de bromofenol (520
uL bromofenol 0,5%; 125uL Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 0,55 mL agua bidestilada; 0,3mL
glicerol).

Las muestras con el colorante, se aplicaron directamente en los bolsillos del gel. Las
condiciones de la corrida fueron de 200 V (voltios), hasta que el frente de colorante
avanzo hasta el borde inferior del gel (aproximadamente 40 min de corrida). Posterior
a la corrida los geles fueron tefiidos con negro de Sudan (1 gr de negro de Sudan en
40 mL de solucion decolorante) en agitacion y por aproximadamente 20 min. El exceso
de colorante sobre el gel fue lavado con solucion decolorante (4 gr de NaCl en 20 mL
agua destilada y 20 mL de etanol). Finalmente el gel fue visualizado en un

documentador de geles BIORAD Gel Doc XR System, determinandose el Rf o la
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movilidad electroforética relativa (distancia recorrida por la banda entre la distancia del
frente de corrida) para cada una de las bandas de lipoproteinas observada (Lomonte,
2007)

En la electroforesis en gel, se aplica una corriente eléctrica a un gel en contacto con la
solucién amortiguadora, y las moléculas a separar se mueven a través del gel. Los
materiales mas usados son la poliacrilamida un polimero entrecruzado soluble en
agua, y la agarosa un polisacarido. Durante la electroforesis hay una interaccion
compleja de las muestras, el buffer matriz del gel y la corriente eléctrica obteniendo
bandas separadas de las moléculas individuales. Por lo tanto las variables que deben
ser considerados en la electroforesis en gel son el tamafio del poro, el buffer del gel y
las propiedades de la molécula de interés.

Los geles de poliacrilamida constituyen un excelente medio de soporte para
separaciones electroforéticas, dado que reunen una serie de propiedades idoneas:
transparencia, elasticidad, porosidad controlable y compatibilidad con una gran
variedad de compuestos quimicos. La poliacrilamida se forma por copolimerizacién de
dos compuestos, la acrilamida y la bis-acrilamida en una reaccion iniciada por la
tetrametiletiléendiamina (TEMED) y el persulfato de amonio. El radical persulfato activa
al TEMED, el cual a su vez activa al mondmero de acrilamida para que polimerice. Las
cadenas de poliacrilamida son entrecruzadas al azar por la bisacrilamida, formandose
asi una red de porosidad bastante uniforme, que puede ser regulada variando las
condiciones de la reaccion y las concentraciones de los monémeros (Lomonte, B.

2007).
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Las laminas con el gel de poliacrilamida se colocan entre los compartimientos de los
electrodos con el buffer y con una pipeta, se colocan cuidadosamente una pequefia
cantidad de una solucion de cada muestra con el colorante en cada una de las
muescas practicadas en la parte superior del gel (Mathews y col., 2008). Al aplicar la
corriente las moléculas de las muestras se desplazaran a lo largo del gel con una
velocidad que dependeréa de la densidad de carga de la molécula, del voltaje aplicado
y de la porosidad del gel de electroforesis. La corriente se mantiene conectada hasta
gue la banda de colorante de localizacion este cerca de la parte inferior de la lamina
del gel.

4.2.6. Analisis estadistico

Las variables cuantitativas se describieron mediante la media y la desviacion estandar.
La normalidad se contrastdo mediante el test de Kolmogorov-Smirnoff y la
homocedasticidad mediante la prueba de Levene. En caso de incumplimiento de
alguna de las condiciones se procedio al analisis mediante pruebas no paramétricas.
Para las variables cuantitativas se desarrollaron comparaciones de t-Student en caso
de normalidad y pruebas no paramétricas de Wilcoxon en caso contrario.

En el conjunto de pruebas estadisticas el nivel de significacion utilizado fue a= 0,05y

el andlisis estadistico se realiz6 con el software informatico SPSS, version 22.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Disefio de la mezcla a base de cascara de pifia

5.1.1. Caracterizacion proximal

Los resultados del porcentaje de humedad y ceniza en el producto (cascara de pifia

deshidratada, molida y tamizada) se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Valores medios obtenidos de la estimacion del porcentaje de humedad y

ceniza del producto deshidratado de cascara de pifia

Parametro Céscara de pifia
Humedad (%) 5,06 £ 0,92
Ceniza (%) 3,62+ 0,22

Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3), datos expresados en base seca.

5.1.2. Propiedades fisicas
En la tabla 4 se observan los valores obtenidos de los andlisis de las propiedades
fisicas evaluadas (color, granulometria y actividad de agua) en la cascara de pifia

deshidratada.
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Tabla 4. Valores medios obtenidos de los parametros fisicos evaluados en el producto
deshidratado de cascara de pifia

Parametro Céascara de pifa
L* 57,55 + 0,15
a* 7,97 + 0,03
Color
b* 27,89 + 0,24
AE 34,81+ 0,18
Granulometria (%) 525 pm 00
425 um 553+2,72
250 pm 13,43 + 3,47
180 pm 18,45 + 0,57
2125 um 62,59 + 1,40
Aw 0,33+ 0,01

Valores expresados como media * desviacion estandar (n=3).
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Figura 2. Gréficos de la variacion del (A) porcentaje de humedad y (B) la actividad de agua del producto en

el tiempo, para determinar su estabilidad.

En la figura 2 se muestra la variacion del porcentaje de humedad y la actividad de agua
del producto en el tiempo.

5.1.3. Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas evaluadas fueron el pH, el porcentaje del acido
predominante en este caso el acido citrico, el porcentaje de dispersabilidad del
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producto y la separacion de fases en el producto. Estos parametros evaluados se

muestran en la tabla 5, se puede observar que el pH obtenido es acido.

Tabla 5. Valores medios obtenidos de los parametros fisicoquimicos evaluados en el

producto deshidratado de cascara de pifia.

Parametro Cascara de pifia
Acidez (%) 0,88 + 0,92
pH 4,10 + 0,02
Separacion de fases (mL) 22+0,1
Dispersabilidad (%) 4,75 + 0,92

Valores expresados como media * desviacion estandar (n=3).

5.1.4. Analisis microbiolégico
Los resultados obtenidos del andlisis microbiolégico del producto se pueden apreciar
en la tabla 6, los valores obtenidos estan dentro del rango de lo establecido por la

norma COVENIN 2125:2011 para mezclas de frutas deshidratas.
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Tabla 6. Analisis microbioldgico

Microorganismos UFC/g
Aerobios 6 x102
Mohos 1x10?
Levaduras 2x102

Valores expresados como la media de dos determinaciones.

5.1.5. Evaluacion sensorial
Una vez realizada la evaluacion sensorial se analizaron los datos con el objetivo de
conocer las preferencias y gustos de los encuestados, para determinar la aceptacion

del producto.

7,20
7,00
6,80

6,60

7,00
6,58
6,47
6,40
6,20 . 6,16
6,00
5,80
5,60

Color Olor Sabor Textura Apariencia
general

Grado de aceptacion

Figura 3. Grafica de la aceptacion del producto en sus caracteristicas evaluadas.

En la figura 3 se muestra graficada la aceptacion del producto por los encuestados.

46



5.2. Evaluacién del efecto antioxidante de lamezcla en pacientes con obesidad
y sobrepeso

5.2.1. Evaluacion nutricional y antropométrica

Se estudio un total de siete voluntarios, de los cuales 5 (71,4%) eran del sexo femenino
y dos (28,6%) del sexo masculino, con edades comprendidas entre 45y 77 afios, con
una masa inicial promedio de 80,7 + 14,3 kg e indice de masa corporal inicial de 30,2
+ 3,2 kg/m?. Cabe destacar que ninguno de los voluntarios estaba recibiendo
tratamiento nutricional en el momento del estudio.

El 3/7 (42,9%) de los voluntarios presentd sobrepeso, seguido de 3/7 (42,9%) con
obesidad tipo 1y 1/7 (14,3%) obesidad tipo .

En la Tabla 7 se aprecian las caracteristicas antropométricas de los sujetos del estudio,
antes y después del consumo del producto por 15 dias. En los resultados obtenidos se
observo que tanto los valores del peso como los del IMC y circunferencia de cintura,
disminuyeron luego de los 15 dias del consumo del producto, encontrando diferencias

significativas (p < 0,05) para estos valores en el estudio.

Tabla 7. Efecto del consumo de cascara de pifia sobre las medidas antropométricas

Antes Después
Peso (kg) 80,7 + 14,3 79,7 + 14,1*
Talla 1,63 + 0,10 1,63 + 0,10
IMC (kg/m?) 30,2 + 3,2 29,8 + 3,2*
Circunferencia de cintura (cm) 914 £ 8,0 89,3 = 8,8*
Circunferencia de cadera (cm) 104,6 £ 10,1 104,6 £ 10,1

Valores expresados como media + desviacion estandar (n=7).
(*)Diferencias significativas (p < 0.05, Wilcoxon)
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5.2.1.1. Valoraciéon de la ingesta por recordatorio de 24 horas

En la tabla 8, no se observan diferencias significativas por efecto del consumo del

producto a base de cascara de pifia en el aporte de kcal totales por dia, en la ingesta

de proteinas totales de fuente de origen animal y vegetal, de grasas totales y de origen

animal como vegetal, la misma tendencia se observo para la ingesta de carbohidratos

y fibra, con lo cual podriamos inferir que la ingesta o consumo de alimentos durante la

realizacion de este trabajo se mantuvo constante sin observarse cambios.

Tabla 8. Efecto del consumo de cascara de pifia en los indicadores dietéticos

Indicador

Antes

Después

Ingesta de energia (kcal/dia)
Ingesta de proteinas (g/dia)

Ingesta de proteina animal (g/dia)
Ingesta de proteina vegetal (g/dia)
Ingesta de grasas (g/dia)

Ingesta de grasa animal (g/dia)
Ingesta de grasa vegetal (g/dia)
Ingesta de carbohidratos (g/dia)

Ingesta de fibra (g/dia)

2146,23 + 325,48
97,00 = 15,94
62,44 + 10,80
34,56 + 18,04
81,10 + 30,63
46,52 + 17,66
34,56 *+ 18,04

287,16 = 73,58

19,12 + 8,49

2082,02 + 308,01

93,21 + 11,63

66,07 + 12,36
27,13 +13,99
84,21 + 21,18
37,22 +12,71
47,01 + 23,73
285,29 + 78,22

20,45+ 9,16

Valores expresados como media * desviacion estandar (n=7).

5.2.2. Evaluacion bioquimica

En la Tabla 9 se puede observar como las variables estudiadas: glucemia, colesterol

total, colesterol LDL, triglicéridos, colesterol VLDL y 8-Isoprostano, disminuyen en el
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periodo de 15 dias a excepcion del colesterol HDL y el acido Urico que aumentaron.
Después del consumo de la bebida, se ha observado una disminucion significativa (p
< 0.05) de los niveles plasmaticos del colesterol LDL y colesterol total en los voluntarios
con respecto a los valores basales. Asi como después del consumo de la mezcla
antioxidante por los voluntarios durante 15 dias no se observan diferencias

significativas (p < 0.05) en los valores medios del 8-isoprostano.

Tabla 9. Efecto del consumo de cascara de pifia sobre los parametros bioquimicos
evaluados en los pacientes

Parametros Valores referencia Antes Después
Glucemia (mg/dL) 74-99 94,39+ 10,12 90,83 + 10,97
Colesterol Total (mg/dL) 40-200 209,58 + 26,64 193,31 + 8,95*
Colesterol HDL (mg/dL) =66 43,31 £ 9,80 43,53 + 8,96
Colesterol LDL (mg/dL) <120 139,05 + 21,12 127,58 + 10,72*
Triglicéridos (mg/dL) 20-150 128,91 + 37,07 110,97 + 25,43
Colesterol VLDL (mg/dL) 2-30 25,78 £ 7,41 22,34 £5,13
P H:3,4-7,0 H: 5,90+ 1,84
Acido urico (mg/dL) I A ’ H: 6,00 + 2,55

M: 2,4-5,7 M: 4,94 + 0,85 M: 6.04 + 0.84
8-isoprostano (pg/mL) 40-100 110,66 £ 65,04 98,15+ 108,23

(*)Diferencias significativas entre Antes vs. Después, (p < 0.05, Wilcoxon).

Valores expresados como media + desviacion estandar. H: hombres; M: mujeres.
Valores de referencia segun Randox Laboratories.
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Figura 4. Gréficos donde se presentan los valores de cada uno de los voluntarios antes y después del

consumo de cascara de pifia para: A) glucemia, B) colesterol total, C) LDL, D) VLDL, E) HDL y F) triglicéridos.
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5.2.3. Cuantificacion de indicadores de riesgo cardiovascular Apo A1y Apo B
En la Tabla 10 se aprecian los valores de Apo A1, Apo B y el indice Apo B/Apo Az,
antes y después del consumo del producto por 15 dias. En los resultados obtenidos se
observé que tanto los valores de Apo A:1 y Apo B disminuyeron; encontrando
diferencias significativas (p < 0,05) para los valores de Apo B. También se evidencié
gue el indice de riesgo cardiovascular Apo B/Apo A: disminuyd su valor luego del
consumo de la céscara de pifa.

Tabla 10. Efecto del consumo de cascara de pifia sobre los valores de Apo A1y Apo
B

Parametros Valores Antes Después
referencia
Apo A1 (mg/dL) 115 - 220 mg/dL 337,44 £ 99,03 330,63 + 89,39
Apo B (mg/dL) 60 -138 mg/dL 102,67 + 25,88 84,34 + 14,30*
Apo B/Apo A1 <12 0,33+ 0,15 0,27 + 0,10

Valores expresados como media + desviacion estandar.
(*)Diferencias significativas entre Antes vs. Después, (p < 0.05, Wilcoxon)
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Figura 5. Grafico donde se demuestra la disminucion de Apo A1y Apo B por paciente, antes y después

del consumo de céscara de pifia.

En la figura 5 se observa la disminucion de Apo A1, Apo By el indice Apo B/ Apo Au.
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5.2.4. Separacion de las subfracciones de LDL

Para la caracterizacion de bandas de LDL, se basaron los resultados en el indice Rf,
donde se toman las bandas de lipoproteinas ubicadas por encima de un Rf de 0,36
como correspondientes a LDL patron B que son altamente aterogénicas (Jorba y
Ordofiez, 2006) . Los patrones para cada individuo fueron Unicos, en donde se pudo
observar la presencia de una o dos bandas, en cualquiera de las regiones definidas
para patrén Ay patron B

En la Tabla 11 que se muestra a continuacion, se presentan los valores promedios de
Rf de los voluntarios antes y después del consumo de céscara de pifia. En los
resultados de los voluntarios antes del consumo del producto se puede observar que
el predominio de banda es aquella correspondiente al patron denominado A. La banda
correspondiente al patron B, corresponde a un 10% de la banda del patron A. Con
respecto a las bandas después del consumo del producto, se observo una pequefia
disminucién que no fue estadisticamente significativa (p < 0,05) en la fraccion patrén
B, y un aumento en el patron A. La tendencia observada fue una mayor proporcion del
perfil A o ausencia del perfil B.

Tabla 11. Valores promedios de las distintas bandas observadas en los voluntarios
antes y después del consumo de cascara de pifia, se indica el Rf de cada banda

observada, donde valores de Rf mayores a 0,36 corresponde a LDL patréon B

Parametros Antes Después

Rf banda 0,22+ 0,11 0,18 + 0,06

Valores expresados como media + desviacion estandar.
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Figura 6. Corrida electroforética para la separacion de las subfracciones de LDL,
1: Voluntario antes del consumo del producto, 1*: Voluntario luego del consumo.
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6. DISCUSION

5.3. Disefo de la mezcla a base de cascara de pifia

5.3.1. Caracterizacion proximal

La caracterizacion del producto permite estimar como este se comportara a lo largo
del tiempo, estimando el tiempo de anaquel. Los productos alimenticios contienen los
nutrientes necesarios para el desarrollo de microorganismos, pero, la composicion del
alimento tiene un efecto selectivo sobre la flora microbiana. Debido a esto los
microorganismos se desarrollan en funcién de los parametros fisicoquimicos del
alimento y de las caracteristicas de cada microorganismo (Moreno y col., 1983).
Como se puede observar en la tabla 3, la caracterizacion del producto refleja un bajo
porcentaje de humedad lo cual es esperado debido al proceso de deshidratacion.
Mediante la conservacion por deshidratacion se obtiene un producto de buena calidad
y aceptacion (Giraldo y col., 2005). El valor obtenido de humedad es aceptable para
este tipo de producto, segun la literatura la cual reporta un 5,85% de humedad en la
cascara de pifia deshidratada (Umaria y col., 2013).

Por otra parte, el contenido de ceniza es relativamente alto, lo cual pudiera significar
un alto contenido de minerales importantes en la nutricion humano, especialmente el
aporte de potasio; en cascara de pifia se han reportado valores de 3,90% de cenizas
(Umana y col. 2013), lo cual se correlaciona con los resultados obtenidos en el

producto.
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5.3.2. Propiedades fisicas

En la determinacién de color se evidenci6 un alto indice de luminosidad por lo cual hay
una mayor tendencia al blanco; asi mismo la intensidad de color es mayoritaria para el
color amarillo y la longitud de onda para el color rojo.

Por otro lado en la determinacion de la granulometria, se puede decir que las
diferencias encontradas en el tamafio de las particulas, se evidencia por un predominio
de particulas finas en la mezcla, debido a que se obtuvo un mayor porcentaje en el
tamiz de = 125um.

Es importante destacar que la estabilidad microbioldgica de los alimentos con un
contenido de agua reducido, depende de la cantidad de agua disponible para las
actividades metabolicas de los microorganismos, por lo que la mejor manera para
determinar esta variable es la actividad de agua (aw); la actividad de agua minima
requerida para el crecimiento microbiologico se encuentra entre 0,5 y 0,6 (Moreno y
col., 1983). Por lo que entre menor sea el valor de aw, existe una menor probabilidad
de crecimiento microbiano, lo que permite extender la vida util del producto. En el caso
del producto evaluado se obtuvo una actividad de agua de 0,33, por lo que se
encuentra por debajo de los valores minimos requeridos para que se evidencie
actividad microbiana.

La actividad de agua reducida esta vinculada con un porcentaje bajo de humedad,
como se puede evidenciar en las tablas 3 y 4; estas condiciones deben mantenerse
en el tiempo para asegurar estabilidad microbiolégica del producto, en la figura 2 se
evidencia que tanto la actividad de agua y la humedad mantienen sus valores

constantes al manipular el producto durante 8 dias.
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5.3.3. Propiedades fisicoquimicas

El producto deshidratado de céscara de pifia presenté un pH y una acidez titulable
acorde a la encontrada a la bibliografia para deshidratados de pulpa de pifia. Segun
los estudios en pulpa de pifia se obtuvo un porcentaje de acidez de 0,5% siendo de
0,88% la encontrada en la cdscara de pifia (Camacho, 2004).

Segun la bibliografia es de 4,2 el pH encontrado para cascara de pifia (Magallanes y
Salcedo, 2013), por lo que el pH 4,1 obtenido en el producto a base cascara de pifia
es muy cercano a los valores de referencia; este pH bajo favorece a la inhibicién del
crecimiento de microorganismos, ya que el pH 6ptimo para el crecimiento de la mayoria
de los microorganismo se encuentra entre 6,5-7,5 (ICMSF, 1980), por lo que mantener
un pH bajo garantiza la estabilidad microbiologica del producto.

Finalmente, el producto presenta las condiciones adecuadas para mantenerse estable
frente al deterioro microbiano y ser factible para su consumo, ya que posee una
actividad de agua reducida, un porcentaje de humedad bajo y un pH é&cido.

5.3.4. Analisis microbioldgico

Las reacciones que provocan pérdida de calidad de un alimento se clasifican en cuatro
grupos, siendo de tipo microbiologico, enzimético, quimico y fisico, y las
consecuencias de la pérdida de calidad se ven reflejadas con la presencia de toxinas,
microorganismos, reacciones de oxidacion y rancidez y cambios de color y sabor, entre
otros (Gould, 1989). Para evitar estos cambios indeseables, la preservacion de
alimentos se basa en la aplicacion de factores de estrés conducentes a la inhibicion
y/o muerte de la comunidad microbiologica, asi como también la prevenciéon del

establecimiento de ciertas comunidades (Alzamora, 1997).
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Asi mismo, dentro de los factores que se utilizan cominmente para la conservacion de
alimentos se encuentran la combinacion de actividad de agua (Aw) y pH. Es claro que
las nuevas tecnologias buscan deliberada e intencionalmente que la combinacion de
obstaculos sea tal que se asegure la estabilidad y seguridad microbiolégica de un
alimento, ademas de las propiedades sensoriales, nutricionales y econémicas sean las
Optimas (Alzamora, 1997).

En el caso de frutas, el pH es lo suficientemente bajo para inhibir el crecimiento de
bacterias, lo que coadyuva al control del desarrollo de microorganismos y de la
actividad de sistemas enziméaticos, sin embargo, levaduras y hongos pueden crecer
(Alzamora, 1997). Por esta razon se le realizaron andlisis microbiol6gicos para la
determinacion de las unidades formadoras de colonias de mohos y levaduras en el
producto a base de cascara de pifia; como se aprecia en la tabla 6 los resultados
obtenidos fueron de 1x10?y 2x102 unidades formadoras de colonias (UFC) en 100g de
producto para mohos y levaduras respectivamente. Los valores obtenidos estan dentro
de los limites establecidos por la norma COVENIN 2125:2011, entre los criterios
microbiologicos para mezclas de frutas deshidratadas por lo que se garantiza la
seguridad microbiolégica del producto.

5.3.5. Evaluacién sensorial

El andlisis sensorial es una herramienta imprescindible para obtener informacion sobre
algunos aspectos de la calidad de los alimentos, a los que no se puede tener acceso
con otras técnicas analiticas. Los inconvenientes y riesgos que conlleva la
incorporacion de las técnicas sensoriales a los programas de control y aseguramiento

de la calidad de los alimentos, son de menor entidad que las indudables ventajas que
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pueden aportar. Aunque no todos los métodos propuestos y utilizados para evaluar la
calidad sensorial de los alimentos se pueden considerar adecuados, actualmente se
dispone de conocimientos suficientes para disefar sistemas efectivos del control de la
calidad sensorial para cada caso concreto en funcion de las caracteristicas particulares
de cada alimento y de su posicién en el mercado (Costell, 2003). Los resultados
obtenidos en la evaluacion sensorial se muestran en la figura 3, y en ella se puede
observar que la tendencia de aceptacién por parte de los consumidores fue favorable.
Obteniendo como resultado de apariencia general del producto un valor de 7 que
corresponde a un gusto moderado de los consumidores hacia el producto, asi como
se obtuvieron observaciones importantes para el mejoramiento del producto como lo
fue la modificacion de la granulometria por una menor.

5.4. Evaluacion del efecto antioxidante de la mezcla en pacientes con obesidad
y sobrepeso

5.4.1. Evaluacion nutricional y antropométrica

La poblacion estudiada con sobrepeso y obesidad fueron medidos
antropomeétricamente antes y después del consumo del producto a base de cascara
de pifia, tomando como referencia los valores de peso y talla para el calculo del IMC,
y la circunferencia de la cintura para valorar el riesgo de enfermedad cardiovascular.
Los valores obtenidos se reflejan en la Tabla 7, en ella se puede observar que tanto
los valores del peso como los del IMC, son superiores en los voluntarios antes del
consumo del producto respecto a los obtenidos después de los 15 dias, encontrando

diferencias significativas (p < 0.05) para ambos valores.
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Investigaciones recientes indican que la obesidad se acompafia de un estado de estrés
oxidativo cronico, el cual se ha propuesto como el nexo entre la obesidad y algunas
morbilidades asociadas con patologias cardiovasculares (Higdon y Frei, 2003). Los
valores medidos de IMC de los voluntarios se categorizan como sobrepeso y obesidad
tipo 1, segun la Organizacion Mundial para la Salud (OMS, 1983). Otros estudios,
establecen que valores elevados de IMC son asociados con un mayor riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares, sin embargo, esta medida IMC no toma en
cuenta la variacién en la distribucién de grasa corporal y la masa grasa abdominal, que
puede variar dentro de un estrecho rango de IMC. El exceso de grasa intraabdominal
se asocia con un mayor riesgo de morbilidad relacionado con la obesidad, asi, la
medida de la circunferencia de la cintura se utiliza como un mejor indicador para

determinacion de enfermedades cardiovasculares en alternativa al IMC (Garcia, 2014).

En la circunferencia de cintura media de los voluntarios antes y después del consumo
del producto por 15 dias se observaron diferencias significativas (p < 0,05) (Tabla 7),
siendo esta superior en hombres que en mujeres en ambos casos. La medicion de la
circunferencia de cintura representa una primera prueba de deteccion de
enfermedades cardiovasculares en sujetos que presentan sobrepeso y obesidad,
considerando valores superiores a 88 cm en las mujeres y 102 cm en los hombres, un
factor de riesgo (Klein y col., 2007). La circunferencia de la cintura se ha demostrado
gue es la mejor medida simple del tejido adiposo, tanto del subcutaneo abdominal

como del intraabdominal (Klein y col., 2007).
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Otros autores como Kyaw y col., (2014) también relacionan en su estudio la utilidad de
la circunferencia de cintura y la relacion cintura-cadera como predictores de riesgo de
morbi-mortalidad cardiovascular, encontrando que tanto el IMC como la circunferencia
de cintura y el indice cintura-cadera, se asocian positiva y significativamente con la
apariciéon de eventos cardiovasculares.

Dentro de los voluntarios estudiados se obtuvieron valores de circunferencia de cintura
considerados como valores de riesgo cardiovascular, pero luego del consumo del
producto de cascara de pifia por 15 dias algunos de esos valores disminuyeron
significativamente hasta encontrarse dentro de los valores considerados normales.
Con estos resultados se podria inferir que el consumo de un residuo agroindustrial
como la cascara de pifia, puede presentar un beneficio para la salud disminuyendo
medidas de indicadores de riesgo cardiovascular como lo son la circunferencia de
cintura y el IMC y la disminucidén de peso, ya que el aumento progresivo de este
favorece el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y el estado de estrés
oxidativo, ademas de otras patologias.

Tras el analisis de ingesta por recordatorio de los voluntarios, no se encontraron
diferencias significativas en cuanto al aporte de energia total por efecto del consumo
de la cascara de pifia. Estos resultados se aprecian en la tabla 8, obteniendo una
media de consumo de kcal de 2146,23 de ingesta diaria; valores similares de ingesta
se encontraron en una poblacion incluida en el estudio PREDIMED, realizado sobre
una muestra de pacientes con sindrome metabdlico (Babio y col. 2012).

Asi pues, se observo que el consumo de carbohidratos corresponde a un 31-32% de

la energia total de la dieta en los voluntarios antes y después del consumo del
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producto. La ingesta de hidratos de carbono es inferior a las recomendaciones
establecidas por la OMS, que estiman que la ingesta de este grupo en macronutrientes
deberia ser del 45-60%. De la misma forma que con el consumo de hidratos de
carbono totales, no encontramos diferencias significativas en el consumo de proteinas
antes y después, con una ingesta proteica media del 9-10%, por lo tanto esta dentro
de lo establecido por la OMS (10-15%). También el consumo medio de lipidos en la
poblacién antes y después es inferior a las recomendaciones siendo del 8-9%, no
observandose diferencias significativas entre ambos grupos.

Por otro lado, la ingesta de fibra dietética es de 19,12 + 8,49 g/dia en los voluntarios
antes del consumo del producto y de 20,45 + 9,16 g/dia después del consumo del
producto, no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos. Este
consumo de fibra se encuentra por debajo de las recomendaciones que se establecen
en mas de 25 g/dia para la poblacion adulta. Este resultado es inquietante, teniendo
en cuenta que dietas con un alto contenido en fibra tienen un efecto positivo sobre la
reduccion de los niveles en sangre de colesterol y triglicéridos de colesterol
plasmaticos y los valores de triglicéridos plasmaticos (Sirtori y col., 2009).

5.4.2. Evaluacion bioquimica

La obesidad, que emerge como una epidemia en los ultimos afios es considerada
como un determinante patogénico de interés para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. Por su parte, el colesterol total y los triglicéridos se asocian con la
adiposidad y la distribucion centralizada de la grasa, y permiten demostrar las
alteraciones metabodlicas vinculadas a esta, tal como el estrés oxidativo (Manzano y

col., 2007).
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Tras el consumo del producto a base de cascara de pifia durante 15 dias consecutivos
se observd una disminucion aunque no significativa (p < 0,05) en los niveles de
glucemia, triglicéridos y colesterol VLDL. Sin embargo, después del consumo, si se
observé una disminucion significativa (p < 0,05) de los niveles plasméaticos medios de
colesterol total y colesterol LDL en los voluntarios con respecto a los valores basales.
El consumo de la bebida antioxidante tiene, por tanto, un efecto beneficioso sobre los
valores basales de colesterol plasmético (209,58 mg/dL) en los voluntarios con
obesidad y sobrepeso, los cuales estaban por encima de los valores de referencia que
se recomiendan por la Organizacion Mundial de la Salud (Tabla 9) (OMS, 1983).
Multiples estudios epidemioldgicos y de meta-analisis, han mostrado la tendencia
observada en este estudio por el efecto de los antioxidantes sobre el perfil lipidico,
encontrando una posible asociacion, entre la ingesta de suplementos con vitaminas
antioxidantes y una disminucion en el colesterol total, LDL vy triglicéridos con aumento
en las HDL, mejorando de esta forma el perfil dislipidémico. En un estudio en el cual
administraron en promedio 500 mg/dia de vitamina C, por un periodo de 4 semanas,
encontraron que los niveles de LDL Yy triglicéridos registraron una reduccion posterior
a la intervencion, y un leve aumento de las HDL; sin embargo, en este dltimo, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas (McRae, 2008).

Se han sugerido varios mecanismos de accion por lo cual el consumo de vitaminas
antioxidantes pudiera tener un efecto en el metabolismo de las lipoproteinas, colesterol
y triglicéridos. Polidori y col. (2004), propusieron que la vitamina C que se encuentra
en la pifia puede neutralizar a los radicales libres en la fase acuosa, disminuyendo la

posibilidad de un posible dafio oxidativo a los lipidos de las moléculas de LDL que
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modifique su estructura. Por su parte, Jialal y col. (1990), habian descrito que este
efecto, retarda la peroxidacion de las LDL, evitando su modificacion estructural. De
esta manera, al conservar las moléculas de LDL su estructura nativa, son capaces de
ser reconocidas por los receptores en higado para su posterior eliminacion,
disminuyendo los niveles séricos de estas lipoproteinas.

Respecto al efecto que pueden tener los antioxidantes de la dieta en la atenuacién del
estrés oxidativo, un estado asociado con elevado riesgo de aterosclerosis, diabetes y
obesidad, algunos autores destacan el papel beneficioso de la ingesta de polifenoles,
tales compuestos mejoran la disfuncion endotelial y disminuyen la susceptibilidad de
las LDL a ser oxidadas (Sies y col., 2005).

Los estudios centrados en los efectos de los polifenoles y carotenoides sobre los
marcadores de estrés oxidativo son, sobre todo, referentes a la administracion de
alimentos y/o bebidas, fuentes de estos compuestos antioxidantes. De la misma forma
gue sucede con los estudios de suplementacion de vitaminas y minerales, estas
investigaciones también presentan resultados variables, en parte porque, suelen
presentar grandes diferencias respecto al contenido de polifenoles y carotenoides en
los alimentos y/o bebidas y a su periodo de administracion. Otras condiciones que
pueden afectar a la interpretacion de los efectos sobre el estrés oxidativo son el
namero de sujetos, edad, IMC, habito tabaquico y condiciones de salud de los
participantes (Vincent y col., 2007).

Otra forma de abordar la evaluacion de estrés oxidativo es la que emplea métodos
indirectos, basados en la capacidad antioxidante (Miyazaki y col., 1999). En cuanto a

la oxidacion del acido araquidonico presente en las LDL que origina eicosanoides del
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tipo isoprostanoides, se puede hablar sobre el méas estudiado y que actualmente es
usado de indicador del grado de estrés oxidativo el 8-isoprostano (8-iso PGF2a), este
indicador es muy util en la determinacion del estrés oxidativo, especialmente en el
proceso de peroxidacion lipidica, por ser especifico para este ultimo, ser estable y estar
en cantidades detectables en todos los tejidos y fluidos corporales.

Asi mismo, se ha podido demostrar que los isoprostanos poseen actividad bioldgica;
son potentes vasoconstrictores y activadores de la proliferaciéon de células musculares
lisas vasculares y endoteliales; asi como también, pueden actuar como potenciales
mediadores del dafio oxidativo (Moore, 2004). Se ha demostrado también
experimentalmente que el 8-isoprostano contribuye a la progresion de la
ateroesclerosis al inducir parcialmente la activacion plaquetaria y ser un potente
vasoconstrictor (Minuz y col., 1998).

Es importante destacar que la obesidad en la poblacion general, ha sido asociada con
un incremento de la peroxidacion lipidica (Davi y col., 2002); el incremento en la
peroxidacion lipidica puede preceder el desarrollo de ateroesclerosis y de hecho, se
ha encontrado que la excrecion urinaria o la concentracion plasmatica de 8-isoprostano
es mas elevada en sujetos con factores de riesgo cardiovascular que en sujetos sanos
(Davi y col., 2004).

El interés biomédico por los eicosanoides y particularmente por los isoprostanos, los
cuales constituyen isomeros de los prostanoides, se ha centrado en su calidad
biomarcadora de la peroxidacion lipidica y de alli su uso potencial como un indicador
bioguimico del grado de dafio celular inducido por los radicales libres (Reilly y col.,

1998).
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Segun este orden de idea, los resultados de este estudio ponen en evidencia que una
pequefia dosis del producto a base de cascara de pifia al dia (10 g/dia) como
complemento antioxidante a la dieta, es eficaz no solo en disminuir el colesterol total y
y el colesterol LDL, sino que también se evidencié como en un periodo corto de 15
dias es capaz de disminuir las variables que representan una respuesta oxidativa como
el 8-isoprostano (tabla 9); por lo que se podria esperar que en un periodo mayor
pudiera llegar a disminuir el impacto del estrés oxidativo en los voluntarios y asi la
reduccién del IMC y eventos cardiovasculares en los pacientes, ya que el 8-
isoprostano puede ser evaluado para estimar el dafio oxidativo y como un posible
marcador temprano de riesgo cardiovascular.

Urakawa y col., en el 2003 estudiaron los niveles plasmaticos de 8- epi-PGF2a en
hombres obesos y no obesos para investigar la relacion del estrés oxidativo con la
adiposidad y la resistencia a la insulina. Ellos reportaron que los niveles séricos de 8-
8-epiPGF2a fueron significativamente mas elevados en los sujetos obesos.
Adicionalmente, las concentraciones de 8-epi-PGF2a correlacionaron en todos los
sujetos con el IMC, con la grasa visceral y el area grasa total, asi como también con
los niveles séricos de insulina en ayunas, lo cual los llevd a concluir que las
concentraciones séricos de 8-epi-PGF2a se encontraban asociados a la adiposidad y
a la resistencia a la insulina. Estos resultados apoyan la teoria de que a mayor
cantidad de grasa predominantemente central, mayor es el estrés oxidativo (Kanaya y
col., 2011).

Un estudio realizado por Kanaya y col., en el 2011, donde evaluaron a 726 pacientes,

encontraron que los niveles de 8-isoprostano estaban aumentados en los individuos
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con obesidad, especialmente en las mujeres donde el aumento en la grasa corporal
total y circunferencia de cintura por encima de los valores normales, estuvieron
fuertemente relacionados con este marcador de estrés oxidativo. Partiendo de estas
consideraciones y resultados, pudiera ser que al realizar una intervencion con
antioxidantes, aquellos individuos con mayor porcentaje de masa grasa 0 con una
distribucion de grasa a predominio del nivel central, respondan con una disminucion
en los niveles de estrés oxidativo al ingerir el producto a base de cascara de pifia.
5.4.3. Cuantificacion de indicadores de riesgo cardiovascular Apo A1y Apo B
La Apo A1 es el principal componente proteinico de las lipoproteinas de alta densidad,
gue eliminan el colesterol de las células y, por tanto, tienen un efecto de proteccion
frente a la ateroesclerosis. Los estudios epidemiologicos demuestran una estrecha
correlacion entre las concentraciones bajas de HDL o Apo A1 y la prevalencia de las
enfermedades coronarias (Bhatnagar y Durrington, 1997).

Mientras que la Apo B es el principal componente proteinico de las lipoproteinas de
baja densidad, que transportan el colesterol a las células y, consecuentemente,
contribuyen a la formacion de las placas aterosclerdticas en las arterias. Las
concentraciones elevadas de Apo B se asocian a las enfermedades cardiovasculares,
debido a la estrecha relacion entre la Apo B y el grado de la aterosclerosis (Rifai y col.,
1999).

Segun estudios realizados en una poblacion de los EE.UU., las apolipoproteinas
fueron significativamente superiores para predecir mortalidad por enfermedad

cardiovascular, que los lipidos convencionales y otros factores de riesgo
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cardiovascular (tabaquismo, dislipidemia, hipertensién, obesidad, diabetes y proteina
C-reactiva) (Sierra-Johnson y col., 2009).

En este orden de idea se puede destacar que luego del consumo de la cascara el
indicar de ApoB/ApoA: disminuyé en los voluntarios, lo cual es favorable ya que éste
es un estimador fiable del riesgo cardiovascular demostrado en diversos estudios
(Moller y col., 2006; Rifai y col., 1999); segun la bibliografia se demostré que el riesgo
atribuible poblacional fue de 54 % cuando se empleaba la razén ApoB/ApoAl
comparado con un 37 % para la mejor medida lipidica convencional (colesterol-
LDL/colesterol-HDL), estas conclusiones pusieron en evidencia la superioridad de la
relacion ApoB/ApoAl en todos los grupos étnicos, sexos y edades para predecir el
riesgo cardiovascular de las lipoproteinas (Moller y col., 2006).

Los niveles de Apo B después del consumo del producto a base de cascara de pifia
disminuyeron significativamente (p < 0,05) en los voluntarios como se evidencia en la
tabla 10 y figura 5, por lo que se puede estimar que el consumo de ésta ayuda a
disminuir el riesgo cardiovascular en los voluntarios; ya que los niveles elevados de
Apo B se relacionan de modo positivo con los niveles de colesterol total y con los de
colesterol LDL, lo que indicaria un mayor riesgo cardiovascular (Marrugat y col., 2005).
5.4.4. Separacion de las subfracciones de LDL

Diversos estudios han demostrado que existen subespecies de estas lipoproteinas con
distintas propiedades bioquimicas y metabdlicas; se ha descrito una subespecie de
LDL de menor tamafio y mas denso, denominado fenotipo aterogénico, que esta
asociada con niveles elevados de triglicéridos, VLDL y de Apo B, y niveles bajos de

HDL y de Apo Ai. Es evidente que todas estas moléculas por separado estan
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relacionadas con la aparicion precoz de la enfermedad arterial coronaria (Giampaoli y
col., 2001).

En este estudio se evalud la determinacion de estas subfracciones de lipoproteinas
pequefias y densas utilizando la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida.
La electroforesis, es una de las metodologias méas sencillas y rapidas para la
separacion de subfracciones de lipoproteinas; el uso de poro del gel al 4% permitié
una buena resolucion de la fraccion de LDL, sin embargo, no permitié una separacion
de las fracciones de VLDL, la cual se encontraba en muchos casos cerca o en el origen
del gel. La tincion especifica de las lipoproteinas con negro de Sudan, evidencié un
patron Unico para cada paciente, pudiendo presentar una o dos bandas ubicadas, en
las regiones definidas para los patrones A o B.

Para la caracterizacion de bandas de LDL, se basaron los resultados en el indice Rf,
donde se toman las bandas de lipoproteinas ubicadas por encima de un Rf de 0,36
como correspondientes a LDL patron B que son altamente aterogénicas.

Los voluntarios cuyos valores basales de colesterol y LDL se encontraron por encima
de 200 mg/dL y 120 mg/dL respectivamente, presentaron una distribucion de
lipoproteinas con Rf por encima de 0,36, lo cual pudiera indicar que estas lipoproteinas
son de menor tamafio y corresponderian al denominado patron B. Luego del consumo
del producto a base de cascara de pifia disminuyeron tanto los niveles de colesterol
total y colesterol-LDL, asi como los valores de Rf en estos voluntarios; las lipoproteinas
correspondientes al patron A se encontraron siempre en mayor proporcion en los
voluntarios y luego del consumo del producto la tendencia fue un incremento perfil A o

ausencia del perfil B.
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6. CONCLUSIONES

Del siguiente trabajo se puede concluir y recomendar los siguientes puntos:

o Se demostré la factibilidad de elaborar un producto a base de céscara de pifia,
sin aditivos quimicos, estable en el tiempo de acuerdo a los resultados obtenidos en
valores de humedad, actividad de agua, pH, acidez y calidad microbioldgica, por lo que
puede ser incorporado en la dieta diaria, como un producto con calidad e inocuidad
apto para el consumo.

o El producto a base de cascara de pifia tuvo una aceptacion favorable entre los
consumidores encuestados, logrando obtener un producto agradable al consumo. Se
recomienda para préximas reformulaciones mejorar la dispersabilidad del producto
mediante una mejor granulometria.

o El desarrollo de este producto genera un mayor aprovechamiento de la fruta, ya
gue el 60% de la pifia procesada es cascara, que termina siendo desechada.

o El patron de ingesta alimentaria es similar antes y después del consumo del
producto a base de cascara de pifia; por tanto, las diferencias en los parametros
bioguimicos observadas no se pueden atribuir a la alimentacion.

o El consumo del producto a base de cdscara de pifia tiene un efecto reductor del
indice de masa corporal y la circunferencia de cintura, disminuyendo asi el riesgo de
morbilidad relacionado con la obesidad.

o El valor promedio inicial de colesterol total y LDL en los voluntarios con obesidad
y sobrepeso eran superiores al rango de normalidad para la poblacion adulta. El
consumo del producto a base de cascara de pifia tiene un efecto de mejora sobre estos

valores, que descendieron hasta el limite superior del rango de normalidad.
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o Se evidenci6 que después del consumo del producto a base de cascara de pifia
hubo una modificacién en el patron de bandas de la electroforesis; aumentando la
aparicion del patron A (no aterogénico) por lo que la presencia del patron B en los
voluntarios disminuyo.

o Los niveles de Apo B luego del consumo del producto disminuyeron
significativamente (p < 0,05), por lo que se puede predecir que el consumo de éste
ayuda a disminuir el riesgo cardiovascular en los voluntarios evaluados.

o El consumo del producto a base de cascara de pifia disminuyo los valores del
8-isoprostano en los voluntarios, luego de su consumo consecutivo por 15 dias, pero
no se encontrando diferencias significativas respecto a los valores iniciales; por lo que
se puede predecir que un periodo mayor puede producir una disminucion significativa
de los valores medios de isoprostanos y asi disminuir el dafio oxidativo en los
voluntarios.

o Los resultados del trabajo permiten concluir que en los voluntarios con
sobrepeso y obesidad existe un incremento en los valores de los indicadores de dafo
oxidativo y una disminucién del estado de las defensas antioxidantes, lo que evidencia
una situacion de estrés oxidativo; condicion que se pudo mejorar durante el estudio
consumiendo el producto a base de cascara de pifia.

o La pifia es un subproducto que se desecha, pero que se puede reutilizar por sus

propiedades beneficiosas para la salud como lo demuestran todos los resultados.
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ANEXOS
Anexo 1. Planilla evaluacién sensorial
Planilla de evaluacién sensorial de la bebida a base cascara de pifia

Procedimiento a seguir

Previo consentimiento del sujeto de estudio se realizara la evaluacidén sensorial de la
bebida a base de cascara de pifia, con ésta evaluacion se determinara la aceptacion
de la bebida.

Primero usted como panelista debera tomar un poco de agua y luego probar | amuestra
entregada e indicar su nivel de agrado o desagrado con respecto a las caracteristicas
en el cuadro inferior. Para calificar cada caracteristica usted debera otorgarle una
calificacion del 1 al 9, sabiendo lo siguiente:

Me disgusta extremadamente
Me disgusta mucho

Me disgusta moderadamente
Me disgusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta
Me gusta ligeramente

Me gusta moderadamente
Me gusta mucho

Me gusta extremadamente

©CoNoh,wWNE

Adicionalmente, si asi lo desea puede indicar sus observaciones en el recuadro
destinado para tan fin.

Caracteristicas a evaluar | Puntaje otorgado Observaciones

Color

Olor

Sabor

Textura

Apariencia general

Al finalizar la evaluacién debera entregar esta hoja y colocar los datos solicitados en
el espacio destinado para tal fin.

Sexo: Edad:
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Anexo 2. Consentimiento informado a entregar a los pacientes que participaran en el
estudio de intervencion.
REPUBLICA BOLIVARIANA DE VENEZUELA
MINISTERIO PARA EL PODER POPULAR DE LA DEFENSA
HOSPITAL MILITAR DR. CARLOS ARVELO
DEPARTAMENTO DE ENDOCRINOLOGIA Y ENFERMEDADES METABOLICAS

Consentimiento Escrito de Aceptacién de Protocolo de Estudio

TITULO: EVALUAR EL EFECTO ANTIOXIDANTE DE UNA MEZCLA A BASE DE
CASCARA DE PINA (Ananas comosus) EN PACIENTES CON OBESIDAD Y
SOBREPESO.

Investigadores responsables:

Br. Adriana Colmenares, Dra. Mary Lares, Dra. Sara Brito, Dra. Elevina Pérez

INTRODUCCION

La obesidad es un problema de desequilibrio de nutrientes, de manera que se
almacenan mas alimentos en forma de grasa de los que se utilizan para satisfacer las
necesidades energéticas y metabdlicas, y mas del 90% de la energia corporal se
almacena en forma de triglicéridos en el tejido adiposo (13).Se conoce que las
personas que presentan una condicion de sobrepeso y obesidad tienden a desarrollar
otras patologias como enfermedades cardiovasculares y formacién de radicales libres.
Debido a esto es necesario un control en la alimentacién para prevenir el desarrollo de
estas enfermedades.

Un radical libre es toda sustancia capaz de existir independiente, que contiene uno o
mas electrones no emparejados, esto es, un electron impar en una 6rbita. Cuando un
radical libre reacciona con un no radical, se produce un radical nuevo y se pone en
marcha una reaccién en cadena. Como la mayor parte de las moléculas bioldgicas no
son radicales, la generacion de radicales reactivos como el hidroxilo (OH") in vivo suele
iniciar reacciones en cadena (13).

Es bien conocido que el estrés oxidativo se encuentra asociado a altos niveles de
radicales libres o especies reactivas de oxigeno, los cuales conllevan a una variedad
de lesiones bioquimicas y fisioldgicas que pueden resultar en disfuncion metabdlica y
muerte celular (2).

El estrés oxidativo estd asociado con diferentes patologias cronicas, que incluyen
cancer, diabetes y enfermedades cardiovasculares. Los radicales libres, como las
especies reactivas de oxigeno (ROS) son producidas por procesos metabdlicos en el
cuerpo humano o por exposicion al ozono, rayos X, polucion, medio ambiente
contaminado y humo de cigarrillo (6). Bajo condiciones normales, las enzimas como
superéxido dismutasa, catalasas, lactoperoxidasas y glutation peroxidasas actuan
como antioxidantes, protegiendo a las células del dafio oxidativo por ROS. Un
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desbalance entre la produccion de ROS y el sistema antioxidante natural da lugar al
estrés oxidativo(1).

La pifia uno de esos alimentos considerados milagrosos en las dietas de
adelgazamiento. Es cierto que la pifia, como fruta que es, tiene muchos beneficios a
nivel de aporte vitaminico, mineral, fibra y agua, pero de ahi a tener efecto quemagrasa
deja mucho que desear. El fruto es rico principalmente en Vitamina C y fibra. La Dra.
Rodriguez de Arend encontré de acido félico libre (sin filtrar), 14 mcg y de &cido félico
total (sin filtrar), 17 mcg. Indica Lovenberg que contiene serotonina, de 20 a 25 mcg.
Este fruto también contiene una substancia llamada bromelina, que tiene la propiedad
de digerir las proteinas (12).

Los polifenoles, productos secundarios de los vegetales, constituyen un amplio y
complejo grupo de fitoquimicos, con mas de ocho mil estructuras conocidas (9). Los
compuestos fenodlicos de la fraccion hidrofilia de las frutas como la pifia, son
responsables por mas del 90% de la capacidad antioxidante total (9); la capacidad
antioxidante de los polifenoles es debida principalmente a sus propiedades reductoras,
cuya intensidad de accion antioxidante exhibida es diferente dependiendo
fundamentalmente del niamero y posicién de los grupos hidroxilos presentes en la
molécula (9).

En este orden de ideas se puede destacar que, la pulpa de pifia posee un total de 8.91
mg de polifenoles totales por cada 100 g de fruta en base seca (11) y una capacidad
antioxidante de 20 pA, capacidad que coloca a la pifia por encima de frutas como la
guayaba, el maracuya, el lulo, el melén y el tomate de arbol (4).

La cascara de la pifia es un subproducto del proceso de industrializacion de la pifia,
estos residuos constituyen hasta el 65% del fruto, por lo cual, su aprovechamiento de
diversas formas constituye una fuente alternativa que le da un valor agregado, lo que
resulta ventajoso desde el punto de vista econdmico y ambiental. Algunos
subproductos del procesamiento industrial de las frutas han sido clasificados como
fuentes de fibra dietética de hasta 70,6%, miricetina, responsable de la actividad
antioxidante encontrada en este subproducto (5).

Los productos del dafio oxidativo resultan en macromoléculas que se han identificado
previamente en materiales biolégicos como plasma, células en sangre y orina, y servir
como Biomarcadores de dafo oxidativo. Cuando el dafio oxidativo ocurre en el ADN,
los productos resultantes son usualmente eliminados por enzimas reparadoras y que
pueden ser detectadas como derivados nucleésidos. El 8-isoprostano es una
prostaglandina, perteneciente a la clase isoprostano F2 que se produce en vivo por la
peroxidacion catalizada por radicales libres de acido araquidoénico (7). Las cantidades
de 8-isoprostano en el plasma y orina son consideradas como uno de los mejores
indices de peroxidacion lipidica y estrés oxidativo corrientemente evaluable. Las
fuentes de radicales libres que pueden contribuir a la formacion de isoprostano
incluyen la cadena de transporte de electrones en la mitocondria, oxidasas, Oxido
nitrico sintetasa y reacciones de transicion de metales catalizados por iones(8). Los
isoprostanos son bioactivos y estan presentes en lesiones ateroescleroticas y se
forman cada vez mas en personas con enfermedad coronaria independiente de otros
factores de riesgo. Ademas una disminucion en la produccion de isoprostano puede
atenuar el riesgo de desarrollo de enfermedad cardiovascular(10, 3).

85



OBJETIVO DEL ESTUDIO

Evaluar el efecto antioxidante de una mezcla a base de cascara de Pifia (Ananas
comosus) en pacientes con obesidad y sobrepeso en el Hospital Militar “Carlos Arvelo”.
PROCEDIMIENTO A SEGUIR

Previo consentimiento del sujeto de estudio se realizard la historia clinica. Luego se le
realizara una evaluacién nutricional que constara de:

o Mediciones Antropométricas (peso corporal, estatura y circunferencias de
cintura y cadera, siguiendo la metodologia del Programa Internacional de
Biologia para la determinacion del indicador: indice de Masa Corporal (IMC).

o Valoracion Dietética, a través de la realizacion de una encuesta por recordatorio
de 24 horas, que es un método directo de consumo de alimentos de la poblacion
a estudiar.

Posteriormente se tomard una muestra de sangre periférica de vena cubital, 30mL de
sangre luego de 14 horas de ayuno. Con la finalidad de realizar la evaluacién
bioquimica del paciente, donde se mediran los pardmetros:

o Colesterol, Triglicéridos, Colesterol HDL, Colesterol LDL, Glicemia, Glucosa,
Creatinina y Acido Urico empleando kits por método enzimatico colorimétrico de
Roche Diagnostico C.A.

o Se determinaran biomarcadores de estrés oxidativo mediante el Ensayo de
Inmuno Adsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) empleando kits comerciales.

Esto con el objetivo de obtener los valores iniciales del paciente antes de realizar el
estudio.

Posterior a esto se le suministrara a cada sujeto de estudio el recipiente con el producto
a base de pifia (Anana comosus), indicandole que deben consumir 10 mg/dia (medido
con la medida suministrada), mezclados en un vaso de agua en ayunas durante un
periodo de tiempo de un mes.

Al culminar el mes del consumo del producto se le repetiran la evaluacion nutricional y
la evaluacion bioquimica a cada sujeto de estudio, para evaluar el efecto antioxidante
del producto a base pifia (Ananas comosus) en pacientes.

GARANTIA DE CONFIDENCIALIDAD

Solo el investigador y sus asociados, tendran acceso a los datos confidenciales que
identifican al sujeto en estudio por su nombre. Su identificacién no aparecera en ningun
informe ni publicacion, resultante del presente estudio y sus resultados solo seran
usados para fines cientificos.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo , CI

mayor de edad y de este domicilio, hago constar que deseo patrticipar de forma libre y

voluntaria en la realizacion del Trabajo de Investigacion titulado: EVALUAR EL
EFECTO ANTIOXIDANTE DE UNA MEZCLA A BASE DE CASCARA DE PINA
(Ananas comosus L.) EN PACIENTES CON OBESIDAD Y SOBREPESO.
Comprendo la naturaleza de este estudio, igualmente aseguro que se me ha informado

de los basamentos de la investigacion.

Nosotros Sara Brito C.1.4.557.468, Mary Lares Cl. 8.842.814, Adriana Colmenares CI.
20.154.496 Mayores de edad y de este domicilio, declaramos que explicamos los
procedimientos, objetivos del presente estudio; otorgando al paciente tiempo suficiente
para decidir su participacion y aclaré las dudas que surgieron.

Yo , CI

Certifico como testigo lo anteriormente expuesto.

Fecha:
Firma Paciente Firma Investigador
Firma Investigador Firma Investigador

Firma Testigo
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Anexo 3. Aprobacion del comité de ética e investigacion del Hospital Militar “Dr. Carlos

Arvelo”

REPUBLICA BOLIVARIANA DE YENEZUELA
MINISTERIO DEL PODER POFULAR PARA LA DEFENSA
VICEMIMISTERIOD DE SERVICIOS, PERSONAL Y LOGISTICA

DIRECCIEN GEMERAL 16 SALED

HOSPITAL MILITAR "R CARLOS ARVELD

COMITE DE ETICA

FITULO DEL ESTUDIO:

“EVALUAR EL EFECTO ANTIOXIDANTE DE UNA MEZCLA A BASE DE CASCARA DE FINA
( Ananas Comosus L.) EN PACIENTES COM OBESIDAD ¥ SOBREPESO™

El Comité de Etica del Hospital Militar “Dr. Carlos Arvelo™, luego de analizar el proyecto de
Investigacidén y de acuerdo a los Principios Intermacionales ¥ de Buena Practica Clinica vy las
regulaciones locales, aprucha €] Trabajo de Investigacion solicitado por las ciudadanas Br. Adriana
Colmenares, Dra. Mary Lares ¥y Dra. Sara Brito, Jefe del Departamento de Endocrinologia v
Enfermedades Metabolicas de este Hospital Militar,

Firma - Fecha 30 07 2015
Nombre: Cnel. Dr. Alfa;lsE_E‘:gc_l_ull'n Mata e g e
Crrgo: Presidente del Comité d;glp_a__ Rl i i
Institucidn:  Hospital Militar “Dr. Carlos .-'Lru.ln AT
Direccion de la Institueion:  Av. ane Anbr.l L ama'-; ‘-.an Marr.lrt [ Aracas, ‘venezuela SRR
Lista de los Miembros del Comité de Etiuu_: Y
Mombre Profesion Cargo dentro del C.E
Cnel. Dr. Alfonso Rodulfo Mata | Pediatra-Inmundlogo-Toxictlogo Presidente
Dr. Pedro Luls Mdrquez Internista-Lic. Filosofia Miembro
C.C. Dr. José Lisandro Pabon ]’-.lqmana I-ﬁ;;i;c_u_lﬂgn T Miembro
| Tenel. Dr. Ramon Manzano S [raumamln;,u ~ Miembro
Ma}'. ‘Arclis Suarez " Farmacéutica Husplmia'r_in:_J_ ~ Miembro
Pbro. Gustavo Espinosa e ~ Capellan Militar Miembra
Lic. Carline Garcia s Mutricionista Clinica-Bioeticista Seeretaria
Dr. Joao Mauricio De "muad T Cirujano General | Miembro
Lic. Nelva Orozea Lic. Enfermeria 1 Miembro
Dr, José Torres Médico Residente Miembro
ler. Tte. Lic. Marcos Moreno Lic. Enfermeria-Bioeticista Miembro
Sra. Wilma Orellana Auxiliar Enfermeria | Miembro
i_l:ia:. .f'\-l'gen'ss,'.-‘l.'idalm Abogado Miembra
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Anexo 4. Tablas de conversion para la cuantificacion de ApoAl y ApoB.







