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GLOSARIO 

CAP   Capacidad antioxidante del plasma 

PBMC   Células mononucleares de sangre periférica 

SOD2   Superóxido dismutasa dependiente de manganeso  

ROS   Especies reactivas de oxígeno, por sus siglas en inglés 

HDL    Colesterol de alta densidad  

TG   Triglicéridos  

PAS   Presión arterial sistólica  

PAD   Presión arterial diastólica 

TNFα    Necrosis tumoral alfa  

NF-kB   Factor de transcripción nuclear kappa-B  

VCAM   Moléculas de adhesión vascular 

HPLC-MS/MS  Cromatrografía líquida acoplada a masas/masas  

NO   Óxido nítrico 

HC   Hidratos de carbono  

IL    Interleucina  

IPAQ   Cuestionario Internacional de Actividad Física  

Tx   Tratamiento   

EC   (-)-Epicatequina (EC) 

Cat   (+)-Catequina 

E3’G   (-)-Epicatequina-3’-O-glucuronido 

E4’G   (-)-Epicatequina-4’-O-glucuronido  

C4’G   (+)-Catequina-4’-O- glucuronido 

E3’S   (-)-Epicatequina-3’-O-sulfato  

E4’S   (-)-Epicatequina-4’-O-sulfato  

3’ME4S  (-)-3’-O- Metilepicatequina-4’-sulfato 

4’ME   (-)-4’-O-metilepicatequina 

3’ME   (-)-3’-O-metilepicatequina 

RIN    Número de integridad del RNA , por sus siglas en inglés 

 !  de !6 86



IPA   Ingenuity Pathway Analysis 

CXCR2/IL8RB  Receptor beta de interleucina 

ADRB2  Adrenoreceptor beta 2 

FPR1   Receptor 1 del peptido formil  

CXCL8/IL8   Interleucina 8  

TEAC   Trolox equivalent antioxidant capacity 

SESN3   Sestrina 3 

PTPCR    Proteína tirosina fosfatasa receptor tipo C 
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RESUMEN  

Introducción: El consumo de polifenoles de cocoa, principalmente el monómero (-)-epicatequina, 

se ha asociado a efectos positivos en la salud. Resultados de estudios in vitro y en modelos animales 

sugieren que los polifenoles de cocoa son capaces de modular la expresión de genes asociados a 

vías de regulación antioxidante e inflamación. Sin embargo, su efecto sobre el cambio en el nivel de 

expresión de células mononuclerares de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas en inglés) de in-

dividuos sanos, aún no se ha evaluado.  

Objetivo: Evaluar el efecto del consumo de un concentrado de cocoa de alto contenido en polifeno-

les sobre el cambio en la transcripción de PBMCs, y analizar los metabolitos de (-)-epicatequina en 

plasma, lo cual puede estar relacionado al cambio en la respuesta antioxidante del plasma de indivi-

duos aparentemente sanos.  

Métodos: Ensayo clínico cruzado para la fase aguda (dosis única) y paralelo para la fase crónica 

(cuatro semanas), aleatorizado, cegado, con grupo control, en individuos aparentemente sanos que 

consumieron un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles y maltodextrinas como tra-

tamiento control. Las mediciones de metabolitos de (-)-epicatequina, la capacidad antioxidante del 

plasma y la expresión de superóxido dismutasa dependiente de manganeso (SOD2) se realizaron en 

condiciones de ayuno y 2 horas después del consumo de los tratamientos. El cambio en el transcrip-

ción de PBMCs posterior al consumo de una dosis única de los tratamientos, se evaluó por micro-

arreglos en un submuestra de individuos. El análisis de vías se realizó utilizando el programa Inge-

nuity Pathway Analysis (IPA).  

Resultados: Veinte voluntarios (9 mujeres) se incluyeron en el estudio. Un aumento en la concen-

tración de metabolitos de (-)-epicatequina posterior al consumo de cocoa se identificó en todos los 

participantes sin asociarse a cambios en la capacidad antioxidante del plasma. La expresión de 

SOD2 aumentó posterior al consumo agudo y crónico de cocoa. La respuesta transcripcional en 

PBMCs fue diferente entre tratamientos; el consumo de cocoa modificó la expresión de 98 genes 

mientras que el consumo del control modificó la expresión de únicamente 18. Los genes diferen-

cialmente expresados posterior al consumo de cocoa incluyeron citocinas inflamatorias y otras mo-

léculas involucradas en el balance redox. El análisis del redes identificó funciones anotadas como 

disminución de la producción de especies reactivas de oxígeno (p=9.58E-04), disminución de la 

activación de leucocitos (p= 4E-03), y movilización de calcio (p=2.51E-05).  

Conclusión: No se encontró asociación entre los metabolitos de (-)-epicatequina y la capacidad an-

tioxidante del plasma. Los cambios en la expresión de genes en PBMCs sugieren efectos antiinfla-

matorios y antioxidantes posterior al consumo de cocoa. 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1. INTRODUCCIÓN 

Los polifenoles son moléculas que participan en la defensa contra radiación ultravioleta y agresión 

por patógenos. En humanos, el consumo de polifenoles a mostrado efectos en hipertensión, 

dislipidemias, inflamación, resistencia a la insulina, reactividad vascular y otras patologías 

asociadas a estrés.  Los efectos a la salud que confieren los polifenoles de cocoa se han 

documentado en diversos estudios epidemiológicos y experimentales, su capacidad para proteger 

constituyentes celulares en contra del daño oxidativo a través de la captación de radicales libres, ha 

sido el mecanismo de acción más estudiado en modelos animales e in vitro. Sin embargo, 

investigaciones recientes han cuestionado la plausibilidad de este mecanismo en humanos, la baja 

biodisponibilidad de los polifenoles y su amplia conjugación en el tracto grastrointestinal, hacen 

poco probable que estas moléculas actúen como antioxidantes directos en plasma. La hipótesis de 

un mecanismo de acción fundamentado en la modulación de la expresión de genes asociados a vías 

de regulación antioxidante ha comenzado a ser aceptada. Probablemente, los polifenoles conjugados 

sean capaces de interactuar con receptores de membrana y otros componentes de la superficie 

celular que participan en la transducción de señales y subsecuente modulación del estado redox del 

organismo. 

Hallazgos de estudios in vitro y en modelos animales han demostrado que los polifenoles de cocoa 

modulan la concentración de calcio intracelular y previenen la oxidación al inhibir la expresión de 

moléculas que median la respuesta inflamatoria, cómo el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), 

factor de transcripción nuclear kappa-B (NF-kB), y citocinas proinflamatorias. Efectos similares se 

observan en estudios ex vivo y en modelos animales, en los que se reporta la disminución en la 

expresión de biomarcadores de disfunción endotelial e inflamación cómo moléculas de adhesión 

(VCAM). La extrapolación de estos resultados al modelo humano es compleja debido a: 1) el uso 

de dosis que exceden las logradas a través de la dieta, 2) la estimulación con polifenoles en su 

forma nativa, los cuáles no se encuentran en plasma humano, 3) la ausencia de metabolitos 

conjugados, que son las moléculas bioactivas en la cocoa, y 4) el perfil de metabolitos conjugados 

no es equivalente entre especies, ninguno de los metabolitos de mayor abundancia en humanos se 

identificó en ratas y únicamente dos se identificaron en ratones pero en menor concentración. Las 

diferencias en el grupo (glucurónido, sulfato y metilo) y posición de conjugación (3’ y 4’)  de los 

metabolitos, puede significar diferencias en el tipo de proteínas con las que interactúan, por lo tanto, 
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es factible suponer que diferentes metabolitos podrían ejercer diferentes efectos biológicos y que los 

metabolitos presentes en plasma de roedores, no tienen los mismos efectos que los presentes en 

plasma humano. 

El efecto que tiene el consumo de polifenoles de cocoa sobre cambio transcripcional en PBMCs de 

humanos, no se ha evaluado. Sin embargo, los hallazgos de estudios con intervenciones similares 

concuerdan con lo previamente reportado en modelos animales e in vitro estimulados con 

polifenoles de cocoa. Por ello, el presente estudio busca evaluar el efecto que tiene el consumo de 

un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles, sobre el cambio en la expresión de genes 

asociados a vías de regulación antioxidante en PBMCs de humanos aparentemente sanos. 
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2. MARCO TEÓRICO 

Los polifenoles son moléculas muy abundantes en la naturaleza, confieren el sabor amargo, 

astringencia, color, olor y estabilidad oxidativa a las plantas. Las principales fuentes dietéticas de 

los polifenoles son frutas y bebidas cómo el jugo, café, vino tinto y cocoa, aunque las verduras y 

cereales también contribuyen a consumo de polifenoles [1]. Existen más de 8000 moléculas 

identificadas como polifenoles y su ingestión se estima en hasta 1 g/día, que es ∼10 veces más que 

el consumo de vitamina C y ∼100 veces más qué el de vitamina E y carotenoides [2]. 

2.1 POLIFENOLES 

Los polifenoles se clasifican en ácidos fenólicos, flavonoides, estilbenos y lignanos dependiendo 

del número de anillos fenol y el tipo de elementos estructurales que une estos anillos [3]. Los 

flavonoides son el grupo más abundante de polifenoles y su consumo se estima en 428±49 mg/día  

[4]. Los flavonoides tienen una estructura química constituida por un esqueleto de 15 carbonos 

configurados en dos anillos fenol (A y B), unidos por tres carbonos que forman un heterociclo 

oxigenado (anillo C). Esta estructura puede ser abreviada como C6-C3-C6. La actividad biológica 

de los flavonoides varía de acuerdo al número de modificaciones y grupos funcionales en el anillo 

C, sub-dividiéndolos a su vez, en flavonoles, flavones, flavanoles, flavanones, antocianinias e 

isoflavonas (Figura 1). La unión de dos o más flavanoles entre el C4 y el C8 da origen a las 

procianidinas, también conocidas como taninos condensados. Las chalconas no se consideran 

flavonoides pero intervienen en su biosíntesis [5]. Los flavanoles son los polifenoles más 

abundantes en la cocoa.  

Los flavanoles son los flavonoides que mejor se absorben porque son los únicos que no están 

unidos a azúcares, los flavonoides glucósidos se absorben más fácilmente después de transformarse 

en aglicón [6]. Otra diferencia entre flavanoles y el resto de flavonoides, es que los flavanoles no 

tienen doble enlace entre C2 y C3, tampoco tienen grupo carbonil en el C4 del anillo C. Estas 

características, aunado a la hidroxilación del C3,  permite a los flavanoles tener dos centros quirales 

en la molécula (C2 y C3) y cuatro posibles diasteroisómeros (Figura 2). La configuración trans, da 

origen al monómero catequina y a los estereoisómeros [(+)-catequina, (-)-catequina], de la 

configuración cis, se origina el monómero epicatequina y los estereoisómeros  [(+)-epicatequina, 
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(-)-epicatequina]. Los isómeros más abundantes en los alimentos son (+)-catequina y (-)-

epicatequina [5]. De ellos, (-)-epicatequina es el isómeroo más estudiado pues se le atribuyen la 

mayor cantidad de efectos biológicos. 

2.2 POLIFENOLES DE COCOA 

Los polifenoles más abundantes en la cocoa son los flavanoles, también contiene procianidinas y 

antiocianinas aunque en menor proporción [7]. Los flavanoles se encuentran en la cáscara de uvas, 

manzanas, moras y té verde. El alimento que mayor concentración de flavanoles tiene con base a 

peso seco, es la cocoa [8].  

2.2.1 ¿Qué es la cocoa?  

La cocoa es un derivado del cacao (Theobroma Cacao), árbol originario de México y 

Centroamérica. El procesamiento del cacao da origen a dos productos principales; la cocoa que es la 

fracción hidrosoluble, y la manteca de cacao que es la fracción liposoluble. La variedad del árbol 

(criollo, forastero o trinitario) determina el tamaño de fruto (cacao), su sabor y contenido de 

polifenoles [9]. Las culturas meso-Americanas consumían el extracto del cacao en agua y la 

llamaban “bebida de los Dioses”, se le consideraba un alimento mágico y místico al que se le 

atribuían funciones curativas [10, 11]. Después de la Conquista, el cacao fue exportado a Europa 

para su industrialización y comercialización [10]. 
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El cacao tiene apariencia de mazorca, la parte externa es fibrosa y recubre las semillas encontradas 

en el interior (Figura 3). Para la obtención de cocoa, es necesario someter las semillas a un proceso 

de fermentación enzimática que mejora las características organolépticas. Una vez fermentadas, las 

semillas se secan por exposición al sol o calor, se descascaran, se tuestan y se trituran para producir 
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Figura 1: Clasificación de flavonoides



el licor de cacao [12]. El licor de cacao contiene fracciones liposolubles e hidrosolubles. Los 

polifenoles del cacao se encuentran en la fracción hidrosoluble o cocoa, que es un polvo de color 

rojo oscuro. Aunado a los polifenoles, la cocoa contiene proteínas, hidratos de carbono, nutrimentos 

inorgánicos (Fe, Mg, K, P y Cu) y otros componentes 

bioactivos como teobromina y cafeína [7]. El 

procesamiento de las semillas del cacao disminuye la 

concentración de polifenoles hasta un 14% [9]. La 

mezcla de cocoa, manteca de cacao y otros 

componentes cómo azúcar y leche, da origen al 

chocolate. Mientras mayor sea la proporción de cocoa 

en el chocolate, mayor será su contenido de 

polifenoles (Tabla 1). 

 

2.2.2 Consumo 

El consumo habitual de flavanoles varía por región geográfica. En Europa, la media de consumo se 

ha estimado en 75.12 mg/d por adulto, de los cuales 24±2 mg/d son epicatequina. El consumo de 

flavanoles es más alto en los países del centro de Europa (99.5 mg/d; Irlanda, UK, Alemania y 

Países Bajos) que en los países del sur (35.2 mg/d; República Checa, Italia y España). Las 

principales fuentes de consumo de flavanoles en Europa son el té (62%), frutas (10.5%), las moras 
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Tabla 1: Contenido de polifenoles y capacidad antioxidante de productos de cocoa comercialmente disponibles.

Figura 3: Fruto del cacao



(3.4%) y los derivados de cocoa (3.1%) [13]. En México, el consumo de flavanoles en mujeres 

adultas estimado a través de un cuestionario semi-cuantitativo fue de 10 mg/d [14]. 

2.2.3 Biodisponibilidad 

Los efectos biológicos de los polifenoles de cocoa dependen de su biodisponibilidad. Los 

polifenoles de menor tamaño se absorben en intestino delgado, llegan a hígado vía vena porta y son 

expulsado a circulación sistémica como metabolitos de (-)-epicatequina relacionados 

estructuralmente. Los polifenoles de mayor tamaño (trímeros a decámeros), continúan su paso por 

el tracto digestivo y llegan a intestino grueso, en dónde interactúan con la microbiota colónica y se 

conjugan con γ-valerolactona, ácido γ-hidroxivalérico y derivados de ácidos hipúrico y fenólico, 

para ser reabsorbidos a circulación sistémica vía entero-hepática cómo metabolitos con fisión de 

anillo de 5 carbonos (5C-RFM, por sus siglas en inglés) (Figura  4 y 5). La interacción de los 

polifenoles con la microbiota aumenta la abundancia de bifidobacterias y lactobacilos, mientras que 

disminuye la cantidad de clostridium, lo cuál sugiere un efecto prebiótico [15]. La conjugación de 

los flavanoles aumenta su polaridad, modifica su función biológica y facilita su eliminación vía 

renal. Del total de (-)-epicatequina consumida vía oral, el 82 ± 5%  se recupera en orina 48 horas 

después de su consumo y el 95 ± 1% se recupera en orina y heces [16]. 
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Figura 4: Metabolismo de flavanoles (flavan-3-oles)



Únicamente el 20±2% de la (-)-epicatequina consumida vía oral se absorbe en intestino delgado y 

es transportada a hígado vía porta (Figura 4). El metabolismo de la (-)-epicatequina se realiza en 

células intestinales y hepáticas a través de enzimas de fase II (UDP glucuronil transferasa, 

sulfotransferas y metiltransferasas). Una vez metabolizada, la (-)-epicatequina sale del hígado a 

circulación sistémica como metabolitos conjugados con grupos glucurónido, sulfato y metil. Estos 

cambios estructurales disminuyen la probabilidad de que los metabolitos sean reabsorbidos al 

interior de otras células. Por ende, se sugiere que los efectos biológicos de los polifenoles de la 

cocoa están mediados por interacciones directas entre los metabolitos circulantes y componentes de 

membrana plasmática [16]. Se desconoce el efecto que tienen los metabolitos de acuerdo al grupo 

de conjugación. Tampoco se sabe cómo se modifica el perfil de conjugación de acuerdo a la dosis 

de polifenoles consumida. Sin embargo, el consumo de dosis altas de polifenoles tiende a favorecer 

la proporción de metabolitos conjugados con grupos glucuronidos a expensas de sulfatos. El tipo de 

conjugación depende de la capacidad del tejido y la afinidad de la enzima por el substrato. En este 

contexto, la afinidad de las sulfotransferas es mayor que la de la UDP glucuronil transferasa pero la 

disponibilidad del substrato es limitante para la primera, el consumo elevado de catequina y 

epicatequina puede generar competencia enzimática y aumentar la proporción de metabolitos 

conjugados con grupos glucurónidos que con grupos sulfato [17]. 

2.2.4 Perfil metabólico 

A la fecha, más de 20 metabolitos de epicatequina y catequina se han identificado en plasma y orina 

de humanos (Figura 5). La concentración de metabolitos relacionados estructuralmente con (-)-

epicatequina derivados de metabolismo hepático es mayor que la de metabolitos con fisión de anillo 

de 5-carbonos derivados de metabolismo colónico. Los metabolitos relacionados estructuralmente 

con (-)-epicatequina se identifican en plasma 15 minutos después del consumo oral y alcanzan una 

concentración máxima (Tmax) entre una y dos horas posterior a su consumo, dependiendo la matriz 

alimentaria. A las 6 horas, la concentración de metabolitos de (-)-epicatequina en plasma es cercana 

al basal. Los metabolitos con fisión de anillo de 5-carbonos son detectados en plasma 2 horas 

después del consumo oral y alcanzan su Tmax a las 6 horas (Figura 5) [16]. La identificación y 

cuantificación de metabolitos de (-)-epicatequina en plasma puede variar dependiendo del método y 

los estándares de referencia utilizados (Tabla 2). El método más citado en la literatura es el de 

cromatrografía líquida acoplada a masas/masas (HPLC-MS/MS) [16, 17]. 
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El perfil de metabolitos es diferente entre individuos. El vehículo de administración (cocoa, 

chocolate oscuro y epicatequina libre), la dosis de polifenoles consumida y el tiempo de 

determinación también influyen en el perfil metabólico (Tabla 2). En humanos, los cuatro 

metabolitos más abundantes (>80% de concentración total) posterior al consumo de cocoa [60 y 

100 mg de (-)-epicatequina] fueron la (−)-epicatequina-3′-O-glucuronido (E3′G), (−)-

epicatequina-3′-sulfato (E3′S), 3′-O-metil-(−)-epicatequina-5-sulfato (3′ME5S) y 3′-O-metil-(−)-

epicatequina-7-sulfato (3′ME7S)] [16, 18]. Ligeras diferencias se observaron posterior al consumo 

de chocolate oscuro [79 mg de (-)-epicatequina], en donde tres de los cuatro metabolitos más 

abundantes fueron los mismos (E3’G, E3’S y 3′ME5S) excepto por 3′-O-metil-(−)-epicatequina-4-

sulfato (3′ME4S)] (Tabla 2) [ 17]. El consumir 100 mg de (-)-epicatequina aislada aumentó la 

conjugación de (-)-epicatequina con grupos glucurónidos (Tabla 2) [19]. 

El perfil de metabolitos no es igual en humanos y especies animales (roedores) (Figura 6). De los 

cuatro metabolitos de mayor abundancia en plasma humano, ninguno se identificó en ratas y 

únicamente dos (E3’S y ME5S) se identificaron en ratones aunque en menor concentración (≈25%) 

(Figura 6) [16]. Aunque no se ha evaluado el efecto biológico de cada metabolito, es probable que 

sus diferencias estructurales resulten en interacciones y efectos biológicos diferentes. La baja 
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Figura 5: Concentración de metabolitos de (-)-epicatequina en plasma en función del tiempo. SREM: 
Metabolitos de (-)-epicatequina relacionados estructuralmente. 5C-RFM: Metabolitos con fisión de anillo 
de 5-carbonos. Los datos se expresan como valores de media en nM ± DE. Inserción: Gráficas de pastel 
representativas de la cantidad relativa (% del total) de SREM y 5C-RFM individuales presentes en plasma 
a 1h, 4h, 6h y 12 h después del consumo de EC marcada radioactivamente.  Figura modificada con autori-
zación de [16].



equivalencia entre especies es un factor a considerar cuándo se busca establecer las dosis de 

bioseguridad y eficacia para el consumo de flavanoles, así para la extrapolación de resultados para 

tratar de elucidar el fenómeno humano. [16]. El metabolismo de (-)-epicatequina se evaluó in vitro 

en células de intestino (Caco-2), hígado (HepG2) y endotelio (HUVEC) incubadas a 

concentraciones de 0.1 µM, 1.0 µM y 10 µM. Únicamente las células Caco-2 formaron mínimas 

cantidades de E3G posterior a la estimulación con 1.0 µM y 10 µM de (-)-epicatequina. Ninguno de 

los metabolitos derivados de las células hepáticas y endoteliales coincidió con los identificados en 

plasma humano, sugiriendo que el modelo in vitro no refleja  el metabolismo in vivo [18]. 
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Tabla 2: Concentración de metabolitos de (-)-epicatequina posterior al consumo oral.

EC: (-)-Epicatequina; Tmax: tiempo máximo requerido para alcanzar la concentración máxima; nM: 
nanomolar; Glu: Glucurónido; Sulf: Sulfato: Met: Metilo. HPLC/EC/HR/ESI-MS: High performance 
liquido chromatography / Electrochemistry / High resolution electrospray ionization mass spectrometry.

Figura 6: Diferencias en el perfil de metabolitos de (-)-epicatequina por especie. (A) 
Gráfica de pastel asociada a la abundancia relativa (% del total) de metabolitos de 
(-)-epicatequina individuales identificados en plasma 30 minutos  (ratón y rata) y 1 h 
después (humano) del consumo de (-)-epicatequina marcada radiactivamente. (B) 
Cromatograma representativo de estándares auténticos (amarillo), metabolitos en 
ratón (verde), metabolitos en rata (rojo) y metabolitos en humano (azul).



2.3 EFECTOS BIOLÓGICOS DE LOS POLIFENOLES DE COCOA 

En estudios epidemiológicos y experimentales en humanos se ha evaluado la asociación entre el 

consumo de polifenoles de cocoa y la modulación de variables clínicas asociadas a hipertensión 

arterial, dislipidemias, inflamación, resistencia a la insulina, reactividad vascular y estrés oxidante, 

entre otros [20-23]. Los mecanismos moleculares a través de los cuales los polifenoles de la cocoa 

ejercen dichos beneficios no se han descrito totalmente. Estudios recientes sugieren que los 

polifenoles de menor tamaño (catequina y epicatequina), atraviesan la membrana plasmática de 

células intestinales y hepáticas para se metabolizados por enzimas de fase II en el citosol. Una vez 

conjugados, los metabolitos son expulsados al torrente sanguíneo y el cambio en su estructura 

química impide que vuelvan a atravesar la membrana plasmática [18]. La actividad biológica de los 

polifenoles está determinada, muy probablemente, por la interacción entre metabolitos y 

componentes de la membrana celular. Dichas interacciones determinan la transducción de señales 

implicadas en vías de respuesta antioxidante. 

2.3.1 Evidencia observacional 

La evidencia epidemiológica sugiere que el consumo de polifenoles disminuye la incidencia y 

prevalencia de patologías cardiovasculares, inflamación y tiene efecto sobre la respuesta 

cognoscitiva [24-26]. También se han reportado efectos asociados a la disminución del riesgo de 

desarrollar diabetes y morir por eventos cardiovasculares [27]. Uno de las primeros estudios 

epidemiológicos asociados al consumo de cocoa y protección cardiometabólica, fue el de los 

indígenas Kuna residentes de la isla Ailigandi de Panamá [28]. Los indígenas Kuna Ailigandi tienen 

las más bajas tasas de incidencia de hipertensión, diabetes, enfermedad cardiovascular y muerte 

asociadas a eventos cardiovasculares en el mundo. Sin embargo, los indígenas Ailigandi que migran 

a zonas urbanas o sub-urbanas de Panamá pierden estas características. Al evaluar los factores 

ambientales que podrían conferir protección cardiometabólica, se observó que los Kuna que viven 

en archipiélagos consumen hasta diez veces más bebidas de cocoa, cuatro veces la cantidad de 

pescado y dos veces la cantidad de fruta qué los Kuna residentes de zonas urbanas. Este reporte 

puso de manifiesto el efecto cardioprotector del consumo de cocoa para su estudio posterior 

[29-31]. 
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En 2006, se publicó el primer estudio de cohorte que evaluó el efecto del consumo de cocoa sobre 

variables cardiovasculares [32]. Este seguimiento de 15 años se realizó en 470 hombres holandeses 

sin enfermedad crónica diagnosticada al momento del estudio. Los voluntarios clasificados en el 

tercil más alto de consumo de cocoa (2.30 g/día) tuvieron niveles más bajos de presión arterial, 

menor riesgo de enfermedad cardiovascular y menor riesgo de mortalidad por cualquier causa, que 

los voluntarios clasificados en el tercil de menor consumo (0.36 g/día) [32]. Tres años después, se 

publicaron los resultados de una cohorte en pacientes suecos con infarto agudo al miocardio. Estos 

pacientes fueron seguidos durante 8.6 años y aquellos que informaron consumir chocolate dos o 

más veces por semana tuvieron 66% menos riesgo de sufrir muerte cardiaca que los que informaron 

que nunca consumieron chocolate [33]. En 2010 se publicaron los resultados del seguimiento 

durante 8 años de 19,357 voluntarios alemanes, encontrando que las personas en el cuartil de mayor 

de consumo de chocolate (7.5 g/día) tuvieron 39% menos riesgo de infarto al miocardio que las 

personas en el cuartil más bajo [27]. 

En otros estudios observacionales se ha descrito que las personas que consumen ≥ 20 g de chocolate 

oscuro cada tercer día, tienen niveles 26% más bajos de proteína C-reactiva que las personas que no 

consumen chocolate [34]. En población Japonesa, el riesgo de desarollar diabetes fue 35% menor 

en los hombres que consumían “refrigerios de chocolate” una vez por semana qué en los que nunca 

o casi nunca consumían chocolate [35]. Los adultos mayores que gustan de comer chocolate 

informaron menos sentimientos de soledad o depresión que los que preferían comer otros dulces 

[36]. Por último, individuos que informaron consumir chocolate dos o más veces por semana fueron 

32% menos propensos a desarrollar placa ateroesclerótica calcificada en arterias coronarias que los 

individuos que reportaron nunca consumir chocolate [37].  

2.3.2 Evidencia experimental 

La evidencia experimental en relación al efecto que tiene el consumo de polifenoles de cocoa es 

amplia, especialmente en áreas asociadas a sistema cardiovascular, resistencia a la insulina, sistema 

inmune y sistema nervioso central. [38]. 
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2.3.2.1 Evidencia experimental en humanos 

El efecto del consumo de polifenoles de cocoa ha sido evaluada a través de ensayos clínicos de 

corta y larga duración en individuos sanos y enfermos. La dosis de polifenoles administrada oscila 

entre los 166 a 2110 mg/d y el periodo de intervención varía de 2 a 52 semanas [39]. A pesar de que 

los estudios a largo plazo son todavía escasos, los hallazgos sugieren beneficios en marcadores 

cardiometabolicos de sensibilidad a la insulina [40], aumento en los niveles de colesterol de alta 

densidad (HDL) [41], disminución de los niveles de triglicéridos (TG) [42, 43] y proteína C reactiva 

(CRP, por sus siglas en inglés) [44]. También se ha demostrado que el consumo de polifenoles de 

cocoa disminuye los niveles de presión arterial sistólica (PAS) y diastólica (PAD) en adultos sanos 

(PAS: 107.5±8.6 vs 113.9±8.4 mmHg) [45]; en pacientes hipertensos con y sin intolerancia a la 

glucosa (SBP: -4.52±3.94 mmHg; DBP, -4.17±3.29 mmHg y PAS: -11.9±-7.7 mmHg; PAD: —

8.5±5.0 mmHg, respectivamente) [46]; y se ha asociado a la disminución en el riesgo de desarrollar 

preclampsia en el primer (OR=0.55, IC95%= 0.32−0.95) y tercer trimestre del embarazo (OR=0.56; 

IC95%=0.32−0.97) [47]. La disminución de los niveles de presión arterial correlacionan de forma 

inversa con el aumento en los niveles de óxido nítrico (NO) en plasma y con el aumento en la 

dilatación mediada por flujo secundaria al consumo de cocoa (PAS r=−0.547; PAD r=−0.488) [20, 

48, 49].  La magnitud de estos efecto es mayor en estudios de corta duración y tiene un 

comportamiento dosis-respuesta mediado por mecanismos no inflamatorios (vasodilatación, perfil 

lipídico, resistencia a la insulina) [50, 51].  

El efecto de los polifenoles de cocoa sobre mecanismos antiinflamatorios en humanos es escasa. La 

evidencia proviene principalmente de evaluaciones en células circulantes [52], en donde se observó 

una disminución en la expresión de biomarcadores inflamatorios como P-selectina y molécula de 

adhesión intracelular-1 (ICAM-1) posterior a la suplementación con 40 g de cocoa [46.8 mg de (-)-

epicatequina] durante cuatro semanas en pacientes con riesgo cardiovascular [52]. En la superficie 

de monocitos, se observó una disminución en la expresión de moléculas de adhesión VLA-4 (25.17 

vs 22.96), CD40 (24.53 vs 23.31) y CD36 (26.01 vs 22.61) que no se observó en la superficie de 

linfocitos T [53]. La interacción entre monocitos y linfocitos T en el endotelio está mediado por 

moléculas de adhesión y es el primer evento en la formación de la placa de ateroma. Por ello, se ha 

propuesto que el consumo de cocoa es capaz de modular fases iniciales del proceso de 

ateroesclerosis en células mononucleares (PBMCs, por sus siglas en inglés) de individuos en riesgo 

aunque estos resultados son inconsistentes en personas sanas [54, 55]. Los efectos antiinflamatorios 
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de los polifenoles de cocoa también podrían estar mediados por el factor de transcripción nuclear 

kappa B (NF-kB), cuya activación disminuyó posterior al consumo agudo (6h) de 40g de cocoa en 

leucocitos de individuos sanos [−28.8% (95%CI: −157.9% a −25.9%). En este estudio también se 

observó una disminución en la concentración de ICAM-1 [−12.18% (95%CI: −2.14% a −22.21%)] y 

E-selectina [−8.47% (95%CI: −1.01% a −15.93%)] posterior al consumo de cocoa [52]. Al parecer, el 

consumo de cocoa contribuye a la inhibición o resolución de la respuesta inflamatoria al modular la 

activación endotelial en individuos sanos y enfermos. 

2.3.2.2 Evidencia experimental en modelos animales y cultivo celular 

El efecto antioxidante, inmunomodulador y cardioprotector de la cocoa, así como el efecto sobre el 

metabolismo de hidratos de carbono, cáncer, resistencia a la insulina y actividad cognitiva ha sido 

evaluado en modelos animales [56-58]. Los mecanismos moleculares adyacentes a los efectos antes 

mencionados han sido estudiados en cultivo utilizando diferentes líneas celulares  incubadas con 

extracto de cocoa o polifenoles aislados (monómero a decámero) [59-61]. 

En ratas, el consumo de una dieta suplementada con 10% cocoa durante tres semanas incrementó la 

capacidad antioxidante en plasma, en hígado y en órganos del sistema linfático como el timo, 

influenciado la diferenciación de los timocitos y promoviendo la expresión dosis dependiente de las 

enzimas antioxidantes catalasa y superóxido dismutasa (sod) [62]. En el bazo de ratas jóvenes, la 

suplementación 10% cocoa moduló la respuesta inmune al disminuir la secreción de Ig y moléculas 

inflamatorias TNF-α y proteína quimioatrayente de monocitos-1 en macrófagos, así como la 

producción de citocinas en células cooperadoras 2 (Th2, por sus siglas en inglés) [63]. En ratas con 

inflamación crónica (artritis por adyuvante), el consumo durante diez días de una dieta 

suplementada con 5% cocoa y quercetin fue capaz de modular el estrés oxidante al diminuir la 

producción de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y normalizar la 

actividad de las enzimas antioxidantes sod y catalasa [64]. En tejido linfático asociado a intestino, el 

consumo de cocoa moduló la respuesta inmune al disminuir la secreción de IgA y aumentar la 

proporción de células gamma/delta con receptor de antígeno de lifocitos T [65]. 

En modelos ex vivo de inflamación inducida, la incubación de linfocitos, PBMCs y leucocitos con 

polifenoles de cocoa, particularmente epicatequina, suprimieron la expresión de moléculas citocinas 
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pro-inflamatorias como interleucina-8 (IL-8), interleucina-6 (IL-6), interleucina-2 (IL-2), y 

aumentaron la expresión de citocinas anti-inflamatorias interleucina-10 (IL-10) e interleucina-4 

(IL-4), la cual promueve la diferenciación de Th0 a Th2 [59, 66, 67]. La activación de células Th es 

uno de los primeros eventos en la respuesta adaptativa del organismo previamente asociada al 

consumo de cocoa en modelos animales [26]. Esta activación surge de la unión antígeno-receptor en 

las células T, y de la co-estimulación de moléculas secundarias a la producción de la citoquina 

inflamatoria IL-2. Las PBMCs extraídas de voluntarios sanos, activadas con fitohematoglutinin 

(PHA, por sus siglas en inglés) e incubadas con epicatequina, catequina y polifenoles de mayor 

tamaño a concentraciones superiores a las farmacológicas (10 µM), aumentaron la producción de 

moléculas inflamatorias TNF-α, IL-1β e IL-6 [59, 60]. El TNF-α es una citoquina proinflamatoria 

multifuncional que pertenece a la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF) y que 

promueve la activación del factor de transcripción nuclear kappa B (NF-kB) [68]. 

In vitro, los polifenoles de cocoa son antioxidantes capaces de modular la respuesta inflamatoria. El 

estrés y la inflamación son condiciones que contribuyen a la etiología y desarrollo de múltiples 

patologías y se caracterizan por aumentar la producción de ROS a través de procesos orquestados 

por la expresión de citocinas, quimiocinas y moléculas inflamatorias, entre otros (69). En este 

sentido, macrófagos incubados con un extracto de flavonoides y expuestos a 12-miristato 13-acetato 

(PMA) disminuyeron la respuesta inflamatoria al inhibir hasta en un 75% la expresión de IL-2 y 

hasta en un 50% la su receptor alfa (IL2Ralpha o CD25), además de aumentar hasta 4.5 la expresión 

de IL-4 [69]. En células T Jurkat activadas con PMA y pre-tratadas con epicatequina, catequina y 

fracciones diméricas, se inhibió la unión de NF-kB a los sitios de reconocimiento en la cadena de 

ADN con la subsecuente transactivación de IL-2. NF-κB es un factor de transcripción inducido por 

TNF-α y su expresión promueve la transcripción de genes que codifican para citocinas 

inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-α, etc.), moléculas de adhesión (moléculas de adhesión 

intracelular-1, moléculas de adhesión de células vasculares-1, moléculas de adhesión de leucocitos 

endoteliales-1),  proteínas de fase aguada, enzimas inducibles [sintasa inducible de oxido nítrico 

(iNOS), ciclooxigenasa 2 (COX-2)], etc [70]. La inhibición de NF-kB por polifenoles de cocoa 

puede ocurrir en diferentes etapas; de forma temprana al regular los nieves de oxidación y 

activación de IKK, o de forma tardía al inhibir la unión de NF kB al DNA [68]. 
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Aunque el mecanismo de acción de la epicatequina y el resto de los polifenoles de cocoa no está 

completamente descrito, sus efectos convergen en vías asociadas a la proteincinasa activada por 

mitógeno (MAPK), la cinasa de Janus en la vía de transductor de señales y activador de la 

transcripción (JAK-STAT), así cómo la vía de fosfatidil inositol cinasa-3 (PI3K)/Akt [26, 71]. Estas 

vías median procesos biológicos que involucran el crecimiento y diferenciación celular, la respuesta 

antioxidante y la respuesta inflamatoria [70]. Otros mecanismos de acción propuestos son la 

modulación de concentración de calcio intracelular [71] y la inhibición de la NADPH oxidasa [72]. 

Como se mencionó anteriormente, los resultados de modelos in vitro o ex vivo no son totalmente 

extrapolables al modelo in vivo, los resultados de informes previos parecieran ser concordantes. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El efecto que tiene el consumo de polifenoles cocoa ha sido evaluado en fenotipos asociados a salud 

cardiovascular, modulación del sistema inmune e inflamación pero los mecanismos moleculares 

subyacentes a dichos efectos aún están poco descritos. Los resultados de estudios in vitro sugieren 

que los polifenoles de cocoa exhiben capacidad antioxidante y son capaces de modular la expresión 

de factores de transcripción, citocinas inflamatorias, moléculas de adhesión celular, y otras 

moléculas de respuesta inflamatoria. Los resultados de estos estudios concuerdan con los 

observados en ensayos ex vivo y en modelos animales, por lo que se ha propuesto que los efectos de 

los polifenoles de cocoa en la salud humana deriva de su capacidad antioxidante. Sin embargo, los 

resultados de estos estudios no son completamente extrapolares al fenómeno humano debido a las 

diferencias en vehículos utilizados, dosis administradas y las discrepancias en el perfil de 

metabolitos entre especies. 

In vitro, los linajes celulares son frecuentemente incubados con fracciones de polifenoles aislados 

en su forma natural (aglicón), a dosis que superan las alcanzables a través de la dieta, mientras que 

en plasma humano la abundancia de aglicones es prácticamente nula. Esto se debe a que los 

polifenoles son metabolizados durante su paso por el tracto gastrointestinal y las formas presentes 

en plasma son metabolitos conjugados con grupos glucuronido, sulfato y metilo, no aglicones. El 

metabolismo de los aglicones se lleva a cabo en el interior de la célula, una vez metabolizados, los 

metabolitos son expulsados al torrente sanguíneo y las modificaciones en su estructura química 

derivadas de la conjugación impide que puedan volver a atravesar la membrana plasmática. Por 

ende, es factible pensar que los aglicones ejercen efectos intracelulares mientras que las funciones 

de los metabolitos están limitadas a interacciones con componentes de la membrana extracelular y 

la subsecuente modulación de señales de transducción.  

El metabolismo de los aglicones en modelos animales es similar al humano, sin embargo, el perfil 

de metabolitos no es equivalente entre especies. De los cuatro metabolitos de mayor abundancia en 

plasma humano, ninguno se identificó en ratas y únicamente dos se identificaron en ratones aunque 

en menor concentración. Las discrepancias en el perfil de conjugación de los metabolitos puede 
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resultar en diferentes interacciones con proteínas objetivo, y por lo tanto, en diversos efectos 

biológicos.  

El perfil de metabolitos posterior al consumo de chocolate, cocoa y epicatequina aislada ha sido 

caracterizado en un pequeño número de estudios en humanos con variaciones en los resultados 

atribuidas a diferencias en el vehículo, la dosis, los métodos de identificación y las condiciones 

basales de los sujetos de estudio. La presencia de los metabolitos en plasma humano ha sido 

asociada a modulación de vías implicadas en la respuesta antioxidante e inflamación in vitro y en 

modelos animales. Este efecto no ha sido sido descrito en humanos. Sin embargo, estudios 

realizados con otros flavonoides en células circulantes sugieren que son capaces de modular el nivel 

de transcripción de moléculas asociadas a respuesta inflamatoria, factores de transcripción y 

moléculas de adhesión celular de individuos sanos. Por ello, nos preguntamos, ¿cuál es el efecto 

que tiene el consumo de un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles sobre la 

expresión de genes en células mononucleares de sangre periférica? Para tratar de contestar a la 

pregunta de investigación, se llevó a cabo un ensayo clínico cruzado para evaluar el efecto del 

consumo de una dosis única de un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles, y paralelo 

para evaluar el consumo diario durante cuatro semanas, en individuos aparentemente sanos. Los 

sujetos incluidos en el estudio consumieron los tratamientos de forma aleatoria. Los voluntarios, 

investigadores y analistas estuvieron cegados durante todo el estudio. 
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4. HIPÓTESIS 

El consumo de un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles modulará la expresión de 

genes asociados a respuesta antioxidante e inflamación en células circulantes de individuos 

aparentemente sanos. 

5. OBJETIVO 

Evaluar el efecto que tiene el consumo de un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles 

sobre el cambio en el nivel de transcripción de PBMCs en individuos aparentemente sanos.  

5.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Comparar el cambio en la expresión de un gen objetivo posterior al consumo agudo (dosis única) 

y consumo crónico (28 días) de un concentrado de cocoa. 

-  de alto contenido en polifenoles en individuos aparentemente sanos.  

- Verificar la biodisponibilidad del producto de intervención a través de la identificación de 

metabolitos derivados del consumo agudo y crónico de un concentrado de cocoa de alto 

contenido en polifenoles y placebo. 

- Analizar el cambio en la capacidad antioxidante del plasma posterior al consumo agudo y crónico 

de un concentrado de cocoa de alto contenido en polifenoles y compararlo con el cambio 

producido por el consumo de placebo.  

- Contrastar el efecto agudo (2 h) que tiene el consumo de un concentrado de cocoa de alto 

contenido en polifenoles y placebo sobre el cambio en la expresión de genes de PBMCs en el 

mismo individuo a través de un diseño cruzado. 

- Identificar las vías funcionales asociadas a los genes diferencialmente expresados posterior al 

consumo de un concentrado de cocoa y placebo.  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6. METODOLOGÍA 

6.1 DISEÑO DE ESTUDIO 

Se llevó a cabo un ensayo clínico cruzado para el consumo de una sola toma (referido 

subsecuentemente como fase aguda) y paralelo para el consumo diario durante cuatro semanas 

(referido subsecuentemente como fase crónica), aleatorizado, cegado, con grupo control en 

individuos aparentemente sanos (Figura 7). El estudio se realizó de acuerdo a los principios 

establecidos en las Buenas Prácticas Clínicas, fue registrado como ensayo clínico en la Comisión 

Federal Contra Riesgos Sanitarios en concordancia con las normas de regulación federal (número 

de registro: 133300CT190199) y cuenta con aprobación del Comité de Ética del Instituto Nacional 

de Medicina Genómica. La recolección de muestras biológicas se llevó a cabo en la Clínica de 

Nutrición de la Universidad Iberoamericana en la Ciudad de México. Todos los participantes fueron 

informados sobre los objetivos y procedimientos del estudio, y se les entregó una copia del 

consentimiento informado escrito (ANEXO 1). 
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Fig. 7 Diseño de estudio. Ensayo clínico cruzado para fase aguda y paralelo para fase crónica, 
controlado con placebo, doble ciego.  Los participantes asignados al Grupo 1 consumieron los 
tratamientos en una secuencia cocoa-placebo, mientras que los participantes asignados al 
Grupo 2 lo hicieron en la secuencia opuesta (placebo-cocoa). Durante todo el estudio se 
tomaron seis muestras de sangre de los participantes; tres en estado basal y tres muestras 2 h 
después del consumo de los tratamientos.



6.2 SUJETOS DE ESTUDIO 

6.2.1 Criterios de inclusión:  

Sujetos entre 18-40 años de edad que tuvieran un índice de masa corporal (IMC) de entre 18.5 y 30 

kg/m2, no fumadores, sedentarios o que realizaran actividad física moderada de acuerdo al 

Cuestionario Internacional de Actividad Física (IPAQ) [73]. La dieta no se modificó durante el 

estudio pero se instruyó a los voluntarios de no consumir alimentos ricos en polifenoles como el 

vino tinto, el té verde y productos derivados de cocoa al menos 24 horas previas al estudio.  

6.2.2 Criterios de exclusión:  

Se excluyeron todos aquellos sujetos que tuvieran alguna enfermedad diagnosticada al momento del 

estudio y a los que hubieran consumido suplementos, antioxidantes o medicamentos al menos un 

mes del inicio del estudio.  

6.2.3 Criterios de eliminación:  

Se eliminaron las personas que tuvieran muestras o datos incompletos, así como a los que quisieran 

declinar su participación durante el estudio. 

6.3 INTERVENCIÓN 

La intervención consistió en el consumo agudo y crónico de un concentrado de cocoa de alto conte-

nido en polifenoles (referida subsecuentemente como cocoa) y maltodextrinas como tratamiento 

control (referida subsecuentemente como placebo). La dosis y el tiempo de recolección de muestras 

se definieron de acuerdo a estudios previos que sugieren un pico máximo de concentración de los 

metabolitos en plasma 2 h después del consumo de 390-746 mg de polifenoles al día, de los cuales 

entre 60-203 mg fueron de (-)-epicatequina [16-18]. Todos los participantes incluidos en el estudio 

fueron asignados aleatoriamente al Grupo-1 o Grupo-2. El Grupo-1 consumió los tratamientos en 

una secuencia Tx1-Tx2 y el Grupo-2 lo hizo en el orden opuesto (Figura 7). Los códigos de los tra-

tamientos permanecieron cegados hasta el final del análisis estadístico. Los participantes fueron ci-

tados en tres ocasiones a la Clínica de Nutrición de la Universidad Iberoamericana. La primera (V1) 

y la segunda visita (V2) se hicieron con una semana de separación (periodo de blanqueamiento) y 

consistieron en mediciones agudas (basal y 2 h). Durante la segunda visita se entregó a los partici-
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pantes un diario de consumo (ANEXO 2) y un frasco con cápsulas suficientes para consumir una 

dosis diaria durante 28±3 días.  

Al término de este tiempo se citó a los participantes por tercera ocasión (V3) para llevar a cabo la 

medición crónica (Figura 8).  El apego al tratamiento se evaluó a través del diario de consumo y del 

conteo de cápsulas sobrantes, mismas que fueron entregadas por todos los participantes en la tercer 

visita. El consumo de alimentos previo a la intervención se evaluó a través de un recordatorio de 24 

horas (R24H) (ANEXO 3) y un cuestionario de frecuencia de consumo validado en población me-

xicana (SNUT) (ANEXO 4). El nivel de actividad física se evaluó a través del Cuestionario Inter-

nacional de Actividad Física (IPAQ) validado en población mexicana (ANEXO 5). Las mediciones 

atropométricas (peso, altura y circunferencia de cintura) se hicieron siguiendo la técnica de Lohman 

et al. [74]. Los análisis basales de composición corporal (masa grasa, masa muscular, agua corporal) 

se realizaron utilizando el equipo de bioimpedancia InBody 250. Las muestras de sangre se obtuvie-

ron en condiciones de ayuno de ocho horas y dos horas después del consumo de los tratamientos en 

la V1, V2 y V3. Durante este tiempo no se permitió el consumo de alimentos o bebidas azucaradas 

a los participantes, únicamente agua. Los análisis de expresión de genes se realizaron en PBMCs 
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Fig. 8 Manejo de muestras biológicas y análisis en laboratorio.



aisladas a partir de 8 mL de sangre utilizando tubos con citrato de sodio (Cell Preparation Tubes, 

Cat. 362761, BD, Franklin Lakes, USA). Estos análisis se hicieron  se realizaron con dos objetivos. 

En el primero fue comparar el cambio en la expresión de un gen objetivo, en este caso SOD2, pos-

terior al consumo agudo y crónico de los tratamientos. El segundo objetivo fue evaluar el cambio en 

el perfil expresión individual, posterior al consumo agudo (2 h) de un concentrado de cocoa y pla-

cebo. La cuantificación de metabolitos y las determinaciones de capacidad antioxidante se hicieron 

en plasma extraído en tubos con heparina de litio de 6 mL (Ref. 367884, BD, Franklin Lakes, 

USA). Las determinaciones bioquímicas se realizaron en plasma extraído de tubos EDTA de 6 mL 

(BD, Franklin Lakes, USA) (Figura 8). 

6.4 PRODUCTO DE ESTUDIO 

La cocoa y el placebo fueron administrados en cápsulas de apariencia idéntica. Las cápsulas de co-

coa contenían aproximadamente ∼1.3 g de un producto de cocoa de alto contenido en polifenoles 

comercialmente disponible  y distribuido por la compañía Naturex™. La cocoa tenía un color rojo 

oscuro y contenía ∼50% de polifenoles de los cuáles ∼94 mg eran (-)-epicatechina. Además de poli-

fenoles, la cocoa contenía alcaloides (cafeína y teobromina), minerales y otros componentes (Tabla 

3). Las cápsulas de placebo contenían ∼1.3 g de un polisacárido parcialmente hidrolizado (malto-

dextrina) distribuido por la misma compañía. Los análisis bromatológicos de ambos productos fue-

ron realizados y cedidos por Naturex™.  

6.5 RUTA DE ADMINISTRACIÓN 

El producto fue consumido por vía oral con agua. 

6.6 CEGAMIENTO 

El Laboratorio de Farmacia de la Facultad de Química de la Universidad Autónoma de México fue 

el responsable de encapsular el producto y llevar a cabo el cegamiento del mismo mediante la 

asignación de doble códigos; T1 o “yellow” y Tx2 u “orange”. La aleatorización se hizo por 

bloques de cuatro. 
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6.7 TAMAÑO DE MUESTRA 

El tamaño de la muestra se calculó en el programa G*Power utilizando una fórmula para diferencia 

entre dos medias dependientes [75]. Los datos que alimentaron la fórmula fueron obtenidos de un 

estudio previo realizado en nuestro laboratorio que identificó un tamaño del efecto moderado (delta 

de Cohen d=0.6) sobre el cambio en la expresión de genes en PBMCs posterior al consumo de una 

dosis única de cocoa (datos no publicados). Una muestra total de 20 participantes fue suficiente 

para un poder del 80% y una confianza de α <0.05. 
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Tabla 3 Caracterización del polvo de cocoa rico en polifenoles

Los valores están determinados en mg/g de polvo de cocoa. Las determinaciones 
se llevaron a cabo como: 1Folin-Ciocalteu como catequina; como catequina; 
2como catequina, epicatequina, B1 y B2.



7. MÉTODOS 

7.1 CUANTIFICACIÓN DE METABOLITOS DE EPICATEQUINA EN PLASMA 

La identificación y cuantificación de los metabolitos de (-)-epicatequina en muestras de plasma se 

realizó a través de cromatografía líquida acoplada a masas/masas (UHPLC-MS/MS) en el 

Labortarorio de Vitaminas y Fitoquímicos del Instituto de Investigación de Nestlé, Suiza. El método 

se realizó siguiendo las instrucciones describas por Actis-Goretta et al. [17]. Brevemente, el plasma 

se obtuvo a partir de la centrifugación de un tubo de 6 mL de sangre total con heparina de litio a 

1500 x g durante 10 min a 10ºC. Para su estabilización, se agregaron 20 µL de amortiguador (ácido 

ascórbico, 1.136 M, EDTA 3.43 mM, pH=3.6) por cada mL de plasma recolectado, el cual se 

congeló en nitrógeno líquido y se almacenó a -80ºC hasta su cuantificación. Posteriormente, el 

plasma se descongeló en hielo durante tres horas y se homogeneizo por inversión. Las proteínas y 

fosfolipidos se removieron al transferir 200 µL de plasma a una placa Ostro de 96-pozos (Ref. 

186005518, Waters, Baden, Switzerland) y mezclar con 600 µL de acetonitrilo para finalmente 

filtrar durante 5 minutos utilizando vacio (Ref. 186001831, Switzerland). La muestra de plasma 

filtrada se recolectó en una segunda placa de 96-pozos (Waters, Ref. WAT058957, Baden, 

Switzerland) a la que se le agregaron 200 µL de metanol para concluir el procedimiento de 

limpieza. Después, la muestra se secó utilizando nitrógeno a temperatura ambiente y se almacenó a 

-20 ºC hasta su posterior análisis. La muestra seca se resuspendió en 100 µL de agua con 

acetonitrilo al 8% y se inyectaron 5 µL en el sistema de UHPLC-MS/MS (Waters Acquity 

hyphenated to an AB Sciex QTRAP5500, operado en electrospray modo ionización negativa) para 

la detección y cuantificación de los metabolitos de (-)-epicatequina. La cuantificación de los 

metabolitos se llevó a cabo por curvas de calibración construidas con ocho estándares (10, 20, 50, 

100, 200, 500, 1000, 2000 nM). Tres estándares internos (umbeliferol sulfato, umbeliferol 

glucurónido y (+)-metilcatequina) se agregaron a las muestras de plasma al principio de la 

preparación para asegurar la exactitud de la cuantificación. Los metabolitos de (-)-epicatequina y 

los estándares internos fueron un regalo del Dr. Lucas Actis Goretta, del Centro de Investigación de 

Nestlé (NRC, Lausanne, Switzerland). Los metabolitos identificados y cuantificados fueron (-)-

epicatequina (EC), (+)-catequina (cat), (-)-epicatequina-3’-O-glucuronido (E3’G), (-)-

epicatequina-4’-O-glucuronido (E4’G), (+)-catequina-4’-O-glucuronido (C4’G), (-)-

epicatequina-3’-O-sulfato (E3’S), (-)-epicatequina-4’-O-sulfato (E4’S), (-)-3’-O-

metilepicatequina-4’-sulfato (3’ME4S), (-)-4’-O-metilepicatequina (4’ME) and (-)-3’-O-
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metilepicatequina (3’ME). Todas las muestras se procesaron en duplicado y se analizaron utilizando 

el programa Analyst, versión 1.6. 

7.2 CUANTIFICACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL PLASMA 

Las muestras de plasma se obtuvieron por centrifugación (1500 x g durante 10 min a temperatura 

ambiente) de 6 mL de sangre total colectada en tubos con heparina de sodio. El plasma se analizó 

con el Antioxidant Assay Kit de Sigma-Aldrich siguiendo las instrucciones del fabricante. El méto-

do estima la capacidad antioxidante del plasma a través de la formación del radical ferril-mioglobi-

na a partir de metmioglobina y peróxido de hidrógeno, qué oxida el ABTS para producir el ion radi-

cal ABTS•+,  un cromógeno de color verde que se puede determinar por espectofotometría a 405 nm. 

Los antioxidantes suprimen la producción del ion radical de manera dependiente a la concentración, 

y la intensidad del color decrece proporcionalmente. Trolox™, un análogo de vitamina E soluble en 

agua, sirve como estándar o control antioxidante. La cuantificación de la capacidad antioxidante se 

hizo a través de curvas de calibración construidas con seis estándares  (0, 0.015, 0.045, 0.105, 0.21, 

0.42 mM) y se utilizó Trolox™ (análogo de vitamina E soluble en agua) como control antioxidante. 

Todas las muestras se procesaron en duplicado.  

7.3 PREPARACIÓN DE RNA 

El RNA se extrajo de PBMCs. Las PBMCs se aislaron con tubos de preparación celular siguiendo 

las instrucciones del fabricante. El RNA se extrajo utilizando el método del TRIzol (Ambion, 

Carlsbad, CA, USA) y se eluyó en 40 µl de agua libre de RNasa. La cuantificación e integridad del 

RNA se evaluó con el bioanalizador 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). 

7.4 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN   

El cambio en la expresión génica aguda y crónica de SOD2 se evaluó a través de qPCR en tiempo 

real. El cambio agudo en el perfil de expresión global posterior al consumo de cocoa y placebo se 

evaluó a través de microarreglos.  

7.4.1 Expresión de SOD2 

El efecto del consumo agudo de los tratamientos sobre la expresión de SOD2 se estimó en muestras 

colectadas en condición basal vs 2h, en la V1 y la V2. El efecto del consumo agudo de los trata-
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mientos sobre la expresión de SOD2 se evaluó en la muestra basal de la V2 vs la muestra basal de 

la V3. El análisis de SOD2 se realizó aquellos participantes que tuvieron: i. muestras completas 

(n=6; dos tratamientos bajo condiciones basales y 2 h después en la V1, V2 y V3), ii. RNA integro 

en las cuatro muestras (RIN >8), y iii.  concentración suficiente de RNA en las seis muestras (>500 

µg). El nivel de expresión se determinó a través de qPCR en tiempo real utilizando el equipo Quan-

tum (Applied Biosystems). La retrotranscripción del RNA para producir DNA complementario se 

realizó a partir de 500 ng de RNA utilizando oligo-dT y el ensayo First Strand Synthesis (Fermen-

tas). La amplificación del cDNA por qPCR se hizo utilizando sondas Taqman y siguiendo las ins-

trucciones del fabricante (Applied Biosystems). Las cuantificaciones de SOD2 se realizaron por el 

método del  2-ΔΔCt (cuantificación relativa) utilizando los genes 18S, GAPDH y beta-actina como 

controles endógenos.  

7.4.2 Perfil de expresión global 

El efecto del consumo agudo de los tratamientos sobre el perfil de expresión de PBMCs se evaluó 

en muestras basales vs 2 h. Estas determinaciones se realizaron en un subgrupo de cuyas muestras 

estuvieron completas y cumplieron con los criterios de calidad. 

7.4.2.1 Procesamiento de microarreglos 

El perfil de transcripción de las PBMCs se evaluó por tecnología de microarreglos utilizando el 

HumanV4GEX Expression BeadChip de Illumina. El procesamiento de las muestras de RNA  se 

realizó de acuerdo a los protocolos de Illumina utilizando el kit de amplificación TotalPrep™ RNA 

(Illumina, Carlsbad, USA) para generar copias de RNA antisentido (aRNA) biotinilado de cada 

mRNA en la muestra. El último paso en la amplificación de RNA fue la purificación de aRNA para 

eliminar compuestos no deseados. Finalmente, el aRNA fue utilizado en el microarreglo para medir 

la expresión genética. 

7.4.2.2 Perfil de la expresión de genes 

El perfil de la expresión de genes se realizó en un subgrupo de participantes que tuvieron: i. mues-

tras completas (n=4; dos tratamientos bajo condiciones basales y 2 h después del consumo de los 

tratamientos), ii. RNA integro en las cuatro muestras (RIN >9), y iii.  concentración suficiente  de 

RNA en las cuatro muestras (>1 µg). El efecto del tratamiento sobre el transcriptoma de PBMCs se 

evaluó utilizando células recolectadas en condición basal y a las 2 h del consumo de ambos trata-
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mientos. Las muestras de baja integridad (RIN <9) se eliminaron ya que pueden afectar los resulta-

dos de expresión porque acarrean factores contaminantes como sales, alcohol y fenol [76]. Todas las 

posibles comparaciones entre tratamientos y condiciones (basal vs 2 h) se analizaron aunque los 

resultados del presente estudio se enfocan en la descripción de los genes diferencialmente expresa-

dos posterior al consumo de los tratamientos (Figura 9). 

7.4.2.3 Análisis de datos de microarreglo 

Los datos crudos obtenidos del microarreglo tuvieron corrección de fondo utilizando el método Ro-

bust Multiarray Avarage (RMA) [77] y se normalizaron utilizando Quantiles [78]. La expresión di-

ferencial se determinó utilizando modelos lineales con coeficientes arbitrarios, los contrastes de in-

terés se hicieron utilizando la librería Limma de Bioconductor [79, 80]. Los datos normalizados se 

corrigieron por pruebas múltiples de Benjamini y Hochberg para conocer la proporción de falsos 

positivos (FDR) [81]. Los genes seleccionados fueron aquellos que mantuvieron un valor-p <0.05 
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Fig. 9: Perfil de expresión de genes. El perfil se realizó en muestras de RNA de un subgrupo de 
participantes aleatoriamente seleccionado para evaluar el efecto agudo del consumo de los trata-
mientos sobre la expresión de genes en PBMCs. Las muestras incluidas en el análisis fueron colec-
tadas en estado basal y 2 horas después del consumo de cocoa y placebo. Las muestras de RNA fue-
ron clasificadas por grupo para su análisis. Todos los contrastes entre grupos fueron analizando 
creando ocho contrastes de interés. Los contrastes evaluados para este estudio corresponden al 
efecto agudo derivado del consumo de cocoa {[1] y [4]}, y al efecto agudo derivado del consumo de 
placebo {[2] y [3]}. Las etiquetas se definen de la siguiente forma: V1:Visita-1; V2: Visita-2; Tx1: 
Tratamiento 1; Tx2: Tratamiento 2; B:Basal; 2 h: 2 h después del consumo de los tratamientos}.



posterior a la corrección. Finalmente, se implementó un muestreo bootstrap multiescala utilizando 

el paquete “pvclust” para evaluar la incertidumbre en el análisis de agrupamiento jerárquico [82]. 

7.4.3.4 Análisis de enriquecimiento funcional 

El análisis de enriquecimiento funcional se realizó en el programa Ingenuity Pathway Analysis 

(IPA, QIAGEN Redwood City, CA, USA). IPA evalúa el enriquecimiento utilizando la prueba exac-

ta de Fisher. Adicionalmente, IPA estima un puntaje-Z que permite identificar funciones que se es-

pera estén enriquecidas al comparar la concordancia entre patrones de regulación observados y es-

perados. Los patrones de regulación predichos se basan en relaciones causales previamente reporta-

das entre funciones y genes relevantes [83].  

7.5 VALIDACIÓN DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS 

El nivel de expresión de cinco genes diferencialmente expresados [receptor beta de interleucina 

(CXCR2 referido como IL8RB), adrenoreceptor beta 2 (ADRB2), receptor 1 del péptido formilo 

(FPR1), CD36 e interleucina 8 CXCL8 referido como IL8)] se validó en un subgrupo de participan-

tes que cumplieron con los criterios de selección a través de PCR cuantitativa en tiempo real utili-

zando el equipo Quantum (Applied Biosystems). Las muestras utilizadas para la validación cum-

plieron los siguientes criterios: i. tener muestras completas (n=4; dos tratamientos bajo condiciones 

basales y 2 h después del consumo de los tratamientos), ii. RNA íntegro en las cuatro muestras (RIN 

>8), y iii.  concentración suficiente  de RNA en las cuatro muestras (>500 ng). Los genes sobre-ex-

presados (ILRB y ADRB2) y los genes sub-expresados (FPR1, CD36, IL8) se seleccionaron con 

base en la magnitud del cambio y relevancia para el proyecto de estudio. El cDNA para la valida-

ción se se sintetizó a partir de 500 ng de RNA total usando un oligo-dT y la enzima M-MuLV 

(#K1216, Thermo Scientific), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La amplificación del 

cDNA por PCR en tiempo real se hizo utilizando sondas Taqman y siguiendo las instrucciones del 

fabricante (Applied Biosystems). Los productos de PCR fueron cuantificados a través del método 

de cuantificación absoluta usando curvas estándar construidas con seis estándares (0.32, 1.6, 6, 40, 

200, 1000 nM). 
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7.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El objetivo principal del estudio fue evaluar el efecto que tiene el consumo de un concentrado de 

cocoa rico en polifenoles sobre el cambio en la expresión de genes en PBMCs. La terminología em-

pleada en el análisis y descripción de resultados fue la siguiente:  

- Tratamientos, con niveles: Tx1 y Tx2,  

- Periodos, con niveles: Visita 1 (V1), Visita 2 (V2) y Visita 3 (V3),  

- Secuencia, con niveles: Grupo 1 (Tx1-Tx2) y Grupo 2 (Tx2-Tx1), 

-  Fases, con niveles: Fase aguda (dosis única) y fase crónica (28±3 días). 

La descripción de variables de estudio se estableció a través de medias y desviaciones estándar. La 

presencia de un probable efecto de acarreo se evaluó por diferencias de medias por periodos entre 

voluntarios que consumieron el tratamiento en el Grupo-1 y Grupo-2. El efecto de los tratamientos 

se evaluó por prueba t-Student para muestras relacionadas. La relación entre el consumo de los tra-

tamientos y la concentración de metabolitos de (-)-epicatequina y la capacidad antioxidante en 

plasma se evaluó a través de una correlación de Spearman. La presencia de un efecto sexo-depen-

diente e interacciones entre variables asociadas al cambio en la expresión de genes se evaluaron por 

modelos lineales. La confiabilidad de la metodología propuesta se verificó durante la revisión de 

datos cegados. Las diferencias estadísticas se establecieron a p < 0.05. El análisis de datos de mi-

croarreglo se realizó utilizando la paquetería R (3.3.2) (http://www.r-project.org/). El efecto mínimo 

detectado se evaluó utilizando la delta de Cohen y el cambio en la expresión de IL-8 posterior al 

consumo de cocoa [84]. Finalmente, se realizó un análisis de poder post-hoc para evaluar los cam-

bios en la expresión de genes utilizando el programa G*Power. 
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8. RESULTADOS 

8.1 PARTICIPANTES DEL ESTUDIO 

El estudio se promovió a través de posters y trípticos. Los voluntarios interesados (n=28) se evalua-

ron de acuerdo a los criterios de inclusión, ocho voluntarios fueron excluidos y 20 iniciaron el estu-

dio (Figura 10). La mitad de los voluntarios fue asignado al Grupo-1 y consumieron los tratamien-

tos en secuencia Tx1-Tx.2, la otra mitad lo hizo en el orden opuesto. Todos los voluntarios conclu-

yeron la fase aguda del estudio y únicamente 19 concluyeron la fase crónica (Figura 10). El cega-

miento de los tratamientos se rompió una vez concluido el análisis estadístico, el Tx1 se identificó 

como cocoa y el Tx2 se identificó como placebo. No se encontraron eventos adversos durante el 

estudio. Las características descriptivas de los participantes muestran diferencias por sexo en varia-

bles antropométricas de peso y talla, así como en los niveles de colesterol-HDL, cuyos valores fue-

ron 38% más altos en las mujeres que los hombres (Tabla 4). El efecto de acarreo se evaluó al com-

parar la concentración media de metabolitos de (-)-epicatequina por periodo, con un valor de p > 

0.05 se concluye que la concentración de metabolitos de (-)-epicatequina es similar entre los volun-

tarios que la tomaron en la V1 que en la V2. 

8.2 PERFIL DE METABOLITOS DE (-)-EPICATEQUINA 

Los metabolitos de (-)-epicatequina se identificaron y cuantificaron en condiciones basales y 2 ho-

ras después del consumo agudo (Grupo-1 y Grupo-2) y crónico (Grupo-2) de un concentrado de co-

coa y placebo en muestras de plasma a través de UHPLC-MS/MS (Figura 11). La concentración de 

metabolitos se mantuvo debajo del límite de detección en condiciones basales y aumentó posterior 

al consumo de cocoa pero no de placebo (p < 0.01). La concentración de metabolitos tuvo variacio-

nes ínter-individuales y fue ligeramente mayor en mujeres que en hombres. La suplementación cró-

nica no aumentó la concentración de metabolitos circulantes, por el contrario, la concentración fue 

10% menor en la suplementación aguda aunque el perfil de metabolitos permaneció constante (Fi-

gura 12). Los cuatro metabolitos de mayor abundancia en plasma fueron E3G, E3S, E4G y 

3’ME4S, la sumatoria de los cuatro constituyó el el 90% de la concentración total. El metabolito 

más abundante en el 75% de los sujetos fue E3G. La concentración de (+)-catequina, 4ME y 3ME 

no aumentó posterior al consumo de cocoa. 
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Figura 10: Diagrama de flujo de los participantes a través del estudio. Los participantes se asignaron 
aleatoriamente a Grupo-1 (Cocoa-Placebo) o Grupo-2 (Placebo-Cocoa) y fueron citados durante tres oca-
siones con una semana de periodo de blanqueamiento entre la visita 1 y la visita 2. Durante la exposición, 
los participantes fueron instruidos de no consumieron ningún alimento o bebida endulzada. Los tratamien-
tos consistieron en cocoa {600 mg de polifenoles de los cuales 97 fueron (-)-epicatequina} y placebo (mal-
todextrinas). 
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Metil-epicatequina Epicatequin-sulfato Epicatequin-glucurónido Metil-epicatequin-sulfato

Figura 11: Perfil de metabolitos identificados por UHPLC-MS/MS.  Diez metabolitos se 
identificaron y cuantificaron en muestras de plasma a través de UHPLC-MS/MS. (-)-Epicatequina 
(EC), (+)-catequina (Cat) fueron identificados como aglicones. Los metabolitos conjugados con 
grupos glucuronido fueron: (-)-epicatequina-3’-O-glucuronido (E3’G), (-)-epicatequina-4’-O-
glucuronido (E4’G), (+)-catequina-4’-O-glucuronido (C4’G). Los metabolitos conjugados con 
grupos sulfato fueron: (-)-epicatequina-3’-O-sulfato (E3’S), (-)-epicatequina-4’-O-sulfato (E4’S), 
(-)-3’-O-metilepicatequina-4’-sulfato (3’ME4S). Los metabolitos conjugados con grupos metilo 
fueron: (-)-4’-O-metilepicatequina (4’ME) y (-)-3’-O-metilepicatequina (3’ME). Las pesos 
moleculares y los tiempos de retención utilizados para cada metabolismo coinciden con los 
publicados previamente por Actis-Goretta [17].

F: Femeninio (n=9); M: Masculino (n=11); AF: Actividad física; sem: semana; IMC: Índice de masa 
corporal.; METs: Equivalentes metabolicos, por sus siglas en inglés; 95% CI: Intervalo del confianza 
al 95%; *p<0.05

Tabla 4: Características descriptivas de la muestra de estudio



 

8.2 CAMBIO EN LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL PLASMA 

El efecto del consumo de cocoa sobre la capacidad antioxidante en plasma se evaluó a través del 

método de Trolox (TEAC). En el presente estudio no se observaron diferencias en la capacidad an-

tioxidante del plasma posterior al consumo de cocoa y placebo (Figura 13). 
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Fig. 12 Concentración de metabolitos de (-)-epicatequina en muestras de plasma posterior al consumo 
agudo y crónico de cocoa. Diez metabolitos se identificaron y cuantificaron en muestras de plasma a través 
de UHPLC-MS/MS. Únicamente siete metabolitos aumentaron sus concentración posterior a la intervención 
(p<0.05). Los datos se presentan como proporciones posterior al consumo de cocoa por grupo. 

Figura 13: Capacidad antioxidante del plasma (CAP) posterior al consumo agudo y crónico de 
cocoa y placebo.  La capacidad antioxidante del plasma se evaluó utilizando un kit comercial. No se 
observaron diferencias posterior al consumo agudo y crónico de un concentrado de cocoa. La 
capacidad antioxidante del plasma se calculó a través de curvas  de calibración. Los datos se 
analizaron a través de un prueba-t para muestras relacionadas. Los datos se expresan como medias y 
desviaciones errores estándar de la media (n=20 para la fase aguda y n=10 para la fase crónica).
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8.4 EFECTO DEL CONSUMO DE COCOA SOBRE LA EXPRESIÓN DE GENES  

Los análisis de expresión se evaluaron en dos fases (Figura 9). La primera evaluó el cambio en la 

expresión de SOD2 posterior al consumo agudo vs crónico de un concentrado de cocoa. La segunda 

comparó el cambio individual en la expresión de genes en PBMCs posterior al consumo agudo de 

cocoa y placebo.  

8.4.1 Efecto del consumo de cocoa sobre la expresión de SOD2 

El efecto del consumo agudo vs crónico de un concentrado de cocoa sobre el cambio en la expre-

sión de SOD2 en PBMCs se analizó en 120 muestras de RNA pertenecientes a 20 participantes a 

través de qPCR y el método de cuantificación relativa ( 2-ΔΔCt). Cada participante contó con seis 

muestras de sangre, tres fueron recolectadas en periodo de ayuno (Basal) y tres fueron colectadas a 

las 2 h de haber consumido los tratamientos. De los tres genes endógenos evaluados, GAPDH fue el 

que presentó mayor estabilidad entre condiciones (coeficiente de variación: 1.81%), por lo que se 

utilizó como gen endógeno para la estimación del ΔCt. La expresión relativa de SOD2 en la fase 

aguda se estimó al comparar la expresión del ΔCt_2 h vs la expresión ΔCt_basal como calibrador; 

para la fase crónica se comparó la expresión basal de la ΔCt_V3 vs la expresión basal de la ΔCt_V2 

como calibrador. A partir de estas comparaciones se obtuvieron los valores de ΔΔCt que fueron pos-

teriormente elevados a la 2-ΔΔCt  (Figura 14). 

El aumento en la expresión de SOD2 fue mayor posterior al consumo agudo de un concentrado de 

cocoa, que posterior al consumo crónico. Este aumento fue variable entre grupos e individuos 

(p<0.05). En la fase aguda, los participantes que consumieron cocoa en la V2 tuvieron una respues-

ta 44% veces más alta que los participantes que consumieron cocoa en la V1 (p<0.05) (Figura 15). 

Dado que no se comprobó la existencia de un efecto acarreo, se asume que esta variación está aso-

ciada a factores individuales. Contrario a lo que se pensaba, la suplementación diaria durante cuatro 

semanas disminuyó 19% la expresión de SOD2 (p>0.05) (Figura 15). Finalmente, el tamaño del 

efecto posterior a la suplementación aguda a través de la  Δ de Cohen, fue 0.7 que es considerado 

moderado. 
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Figura 14: Hipótesis estadísticas a evaluar para verificar la confiabilidad de los datos. Para evaluar si la 
secuencia de consumo influyó en los resultados del estudio (efecto de acarreo), se utilizó una prueba-t para 
muestras independientes estratificada por secuencia (Ho: λ1=λ2=0). Para evaluar el efecto del periodo sobre 
los resultados del estudio, se utilizó una prueba-t para muestras independientes estratificada por visita (Ho: 
V1=V2=0). Finalmente, se evaluó el efecto del consumo agudo (Ho: Tx1=Tx2=0) y crónico ((Ho: Tx?
_V2=Tx?_V3=0) de los tratamientos a través de una prueba-t pareada. Valores-p < 0.05 fueron considerados 
estadísticamente significativos. La confiabilidad de los resultados de expresión se probó mediante tres 
hipótesis: i. el efecto que tuvo la secuencia del consumo de los tratamientos (Ho: λ1=λ2=0), ii. el efecto que 
tuvo el periodo (Ho: V1=V2=0), y iii. el efecto que tuvo el tratamiento sobre el cambio en la expresión de 
SOD2 tanto en la fase aguda (Ho: Tx1=Tx2=0), como en la fase crónica (Ho: Tx?_V2= Tx?_V3=0) (Figura 
13). La secuencia y el periodo no afectaron los resultados del estudio (p>0.05) por lo que se descartó un 
posible efecto de acarreo.

Figura 15: Cambio en la expresión de SOD2 posterior al consumo agudo y crónico de un concentrado de 
cocoa.  El cambio en la expresión de SOD2 se evaluó a través del método de cuantificación relativa del 2-
ΔΔCt  utilizando el gen endógeno GAPDH como calibrador y el consumo del placebo como comparador. El 
cambio agudo (n=20) y crónico (n=10) en el nivel de expresión de SOD2 intragrupo se evaluó a través de 
una prueba-t para muestras relacionadas. El cambio intergrupo se evaluó a través de una prueba-t para 
muestras independientes (n=10). *p<0.05, **p<0.01.



8.4.2 Efecto del consumo de cocoa sobre el perfil de expresión global en PBMCs 

El efecto agudo del consumo de un concentrado de cocoa y placebo sobre el cambio en la expresión 

de genes individual se evaluó en 24 muestras de RNA pertenecientes a seis participantes (Figura 

16). La selección de los participantes se hizo de acuerdo a los criterios de calidad descritos ante-

riormente (Figura 16). El procesamiento de las muestras cumplió con todos los criterios de calidad 

estipulados por Illumina para el análisis de microarreglos. Los datos crudos sugieren que la mayor 

proporción de muestras se agrupan por individuo con valores-p aproximadamente no sesgados (AU) 

y valores de probabilidades de arranque (BP) mayores de 95 (Figura 17). El análisis bioinformático 

de datos demostró que el consumo agudo de cocoa indujo cambios en el nivel de transcripción de 

98 genes de los cuales 37 estuvieron subexpresados (Figura 18; Tabla 5A). Únicamente 18 genes 

cambiaron su nivel de expresión posterior al consumo de placebo, de ellos, tres estuvieron subex-

presados (Figura 18; Tabla 5B). La magnitud del efecto mínimamente detectado de gen interleuci-

na-8 (CXCL8 o IL8) posterior al consumo agudo de cocoa fue Δ Cohen=4.4, el cual se considera 

moderado. El análisis de poder post-hoc utilizando este dato fue del 68% [84]. 
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Figura: 16 Diagrama de flujo de las muestras de RNA analizadas en microarreglo.



F i g u r a 1 7 : A n á l i s i s d e  
agrupamiento de las muestras. El 
dendograma de agrupamiento 
jerárquico no supervisado sobre 
valores de expresión de genes 
n o r m a l i z a d o m u e s t r a u n 
agrupamiento adecuado de las 
m u e s t r a s d e a c u e rd o a s u 
clasificación. Las etiquetas se 
definen como: sujeto ID {0.1:06}, 
{Tx1: cocoa, Tx2: placebo} y 
condiciones {B: basal, 2h: después 
de 2 horas}. El agrupamiento se 
re a l i z ó c o n c o r re l a c i o n e s 
Spearman, distancias Euclidianas y 
ligamiento promedio. Los números 
e n r o j o r e p r e s e n t a n A U 
(aproximados no sesgados) y 
valores-p (%). Los números en 
verde representan BP (probabilidad 
de arranque). 

 

Figura 18: Mapas de calor de genes diferencialmente expresados posterior al consumo agudo de un 
concentrado de cocoa y placebo. El análisis de expresión se llevó a cabo en los mismos individuos antes y 2 
h después del consumo de cocoa y placebo. Los genes diferencialmente expresados se identificaron en 24 
muestras de PBMCs pertenecientes a seis participantes {dos tratamientos (cocoa y placebo), bajo dos 
condiciones (basal y 2h)}. Cada mapa de calor contiene seis columnas; las columnas 1-3 muestra el nivel de 
expresión en condiciones basales y las columnas 4-6 muestra el nivel de expresión del mismo individuo, 2 
horas después de haber consumido el tratamiento. El color verde denota un nivel de expresión disminuido, 
mientras que el color rojo denota un nivel de expresión aumentado. Los datos están organizados por grupo; 
el Grupo-1 consumió los tratamientos en secuencia Cocoa-Placebo y el Grupo-2 lo hizo en el orden 
contrario.  
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Tabla 5A      Genes diferencialmente expresados posterior al consumo agudo de cocoa

Log Ratio p-value ID Symbol Entrez Gene Name Location Type(s)

0.33 3.83E-03 FAM108C1 ABHD17C abhydrolase domain containing 17C Otro enzima

0.347 6.54E-03 ADRB2 ADRB2 adrenoceptor beta 2 Membrana Plasmática Receptor acoplado a proteína-G

1.885 1.37E-06 AHSP AHSP alpha hemoglobin stabilizing protein Citoplasma Otro

3.182 7.9E-07 ALAS2 ALAS2 5'-aminolevulinate synthase 2 Citoplasma enzima

-0.312 5.99E-03 ANKRD54 ANKRD54 ankyrin repeat domain 54 Núcleo regulador transcripcional

0.359 7.7E-03 ARHGAP17 ARHGAP17 Rho GTPase activating protein 17 Citoplasma Otro

1.099 6.95E-05 CA1 CA1 carbonic anhydrase 1 Citoplasma enzima

-0.508 6.9E-03 CAPG CAPG capping actin protein, gelsolin like Núcleo Otro

-0.396 5.09E-03 CD36 CD36 CD36 molecule Membrana Plasmática transmembrane receptor

0.306 7.88E-03 CETN1 CETN1 centrin 1 Núcleo enzima

-0.319 4.57E-03 CKAP4 CKAP4 cytoskeleton associated protein 4 Citoplasma Otro

-0.41 2.38E-03 CLK1 CLK1 CDC like kinase 1 Núcleo cinasa

-0.455 9.52E-03 COTL1 COTL1 coactosin like F-actin binding protein 1 Citoplasma Otro

-0.688 7.36E-03 IL8 CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8 Espacio Extracelular cytokine

0.734 6.84E-03 CXCR1 CXCR1 C-X-C motif chemokine receptor 1 Membrana Plasmática Receptor acoplado a proteína-G

0.869 6.13E-04 IL8RB CXCR2 C-X-C motif chemokine receptor 2 Membrana Plasmática Receptor acoplado a proteína-G

0.49 2.77E-03 WDR40A DCAF12 DDB1 and CUL4 associated factor 12 Citoplasma Otro

0.401 7.85E-03 DDR1 DDR1 discoidin domain receptor tyrosine kinase 1 Membrana Plasmática cinasa

1.214 4.36E-06 EPB42 EPB42 erythrocyte membrane protein band 4.2 Membrana Plasmática transportador

0.557 8.72E-04 FAM46C FAM46C family with sequence similarity 46 member C Espacio Extracelular Otro

-0.396 8.07E-03 FPR1 FPR1 formyl peptide receptor 1 Membrana Plasmática Receptor acoplado a proteína-G

0.316 9.34E-03 GFI1 GFI1 growth factor independent 1 transcriptional repressor Núcleo regulador transcripcional

0.436 4.11E-03 GYPE GYPE glycophorin E (MNS blood group) Membrana Plasmática Otro

3.707 2.24E-05 HBA1 HBA1/HBA2 hemoglobin subunit alpha 2 Espacio Extracelular transportador

1.729 1.34E-03 HBA2 HBA1/HBA2 hemoglobin subunit alpha 2 Espacio Extracelular transportador

1.581 5.9E-04 HBA2 HBA1/HBA2 hemoglobin subunit alpha 2 Espacio Extracelular transportador

2.202 3.99E-06 HBD HBD hemoglobin subunit delta Otro transportador

2.137 5.48E-05 HBE1 HBE1 hemoglobin subunit epsilon 1 Citoplasma transportador

1.582 3.43E-04 HBM HBM hemoglobin subunit mu Citoplasma Otro

0.73 3.78E-03 IFIT1L IFIT1B interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 1B Citoplasma Otro

-0.436 2.08E-03 HS.552896 KCNC1 potassium voltage-gated channel subfamily C member 1 Membrana Plasmática ion channel

0.748 1.37E-03 KCNG1 KCNG1 potassium voltage-gated channel modifier subfamily G member 1 Membrana Plasmática ion channel

-0.395 3.67E-03 KREMEN2 KREMEN2 kringle containing transmembrane protein 2 Otro Otro

0.323 5.3E-03 KRTAP9-5 KRTAP9-9 keratin associated protein 9-9 Citoplasma Otro

0.396 7.87E-03 LARGE LARGE1 LARGE xylosyl- and glucuronyltransferase 1 Citoplasma enzima

0.798 8.36E-03 LOC440313 LOC440313 protein enabled homolog Otro Otro

-0.405 1.45E-03 LRRN3 LRRN3 leucine rich repeat neuronal 3 Espacio Extracelular Otro

-0.428 2.39E-03 MGST1 MGST1 microsomal glutathione S-transferase 1 Citoplasma enzima

-0.42 1.47E-03 MIIP MIIP migration and invasion inhibitory protein Otro Otro

-0.448 3.68E-03 MPZL2 MPZL2 myelin protein zero like 2 Membrana Plasmática Otro

-0.364 9.08E-03 MS4A6A MS4A6A membrane spanning 4-domains A6A Otro Otro

0.805 3.37E-04 MUC6 MUC6 mucin 6, oligomeric mucus/gel-forming Espacio Extracelular Otro

0.422 3.05E-03 MYO1B MYO1B myosin IB Citoplasma enzima

0.338 4.98E-03 NIPAL4 NIPAL4 NIPA like domain containing 4 Otro Otro

0.311 9.24E-03 NUAK2 NUAK2 NUAK family kinase 2 Otro cinasa

0.466 2.38E-03 ORM1 ORM1 orosomucoid 1 Espacio Extracelular Otro

-0.398 1.76E-03 OSBPL8 OSBPL8 oxysterol binding protein like 8 Membrana Plasmática transportador

-0.506 3.06E-03 PFDN6 PFDN6 prefoldin subunit 6 Citoplasma Otro

0.432 6.36E-03 PKHD1 PKHD1 PKHD1, fibrocystin/polyductin Membrana Plasmática Otro

0.407 3.61E-03 PPAPDC1B PLPP5 phospholipid phosphatase 5 Otro phosphatase

-0.314 4.55E-03 A26C3 POTEG (includes Otros) POTE ankyrin domain family member G Otro Otro

-0.372 7.35E-03 PTPRC PTPRC protein tyrosine phosphatase, receptor type C Membrana Plasmática phosphatase

0.46 8.2E-03 RAP1GAP RAP1GAP RAP1 GTPase activating protein Citoplasma Otro

1.019 1.22E-03 RNF213 RNF213 ring finger protein 213 Citoplasma enzima

-0.905 9.09E-03 RNU1G2 RNU1-4 RNA, U1 small nuclear 4 Otro Otro

-0.582 6.15E-03 RPPH1 RPPH1 ribonuclease P RNA component H1 Otro Otro

0.644 2.31E-04 SELENBP1 SELENBP1 selenium binding protein 1 Citoplasma Otro

1.161 1.66E-03 SERPINA13 SERPINA13P serpin family A member 13, pseudogene Espacio Extracelular Otro

0.428 3.99E-03 SESN3 SESN3 sestrin 3 Espacio Extracelular Otro

0.933 6.73E-03 SLC25A37 SLC25A37 solute carrier family 25 member 37 Citoplasma transportador

0.635 3.67E-03 SLC25A39 SLC25A39 solute carrier family 25 member 39 Citoplasma Otro

0.421 7.25E-03 RUNDC2C SNX29P2 sorting nexin 29 pseudogene 2 Otro Otro

0.676 4.15E-04 STRADB STRADB STE20-related kinase adaptor beta Citoplasma cinasa

0.376 7.26E-03 TGFBR3 TGFBR3 transforming growth factor beta receptor 3 Membrana Plasmática cinasa

0.35 5.64E-03 TIGIT TIGIT T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains Membrana Plasmática Otro

-0.32 8.1E-03 TMEM165 TMEM165 transmembrane protein 165 Membrana Plasmática Otro

0.714 8.4E-03 GPR175 TPRA1 transmembrane protein adipocyte associated 1 Membrana Plasmática Receptor acoplado a proteína-G

-0.35 9.36E-03 TPT1 TPT1 tumor protein, translationally-controlled 1 Citoplasma Otro

-0.541 5.43E-03 TRIM44 TRIM44 tripartite motif containing 44 Citoplasma Otro

0.512 7.14E-03 TSPAN5 TSPAN5 tetraspanin 5 Membrana Plasmática Otro

-0.389 6.43E-03 UGCG UGCG UDP-glucose ceramide glucosyltransferase Citoplasma enzima

-0.501 6.5E-03 UIMC1 UIMC1 ubiquitin interaction motif containing 1 Núcleo Otro

-0.315 5.18E-03 UTY UTY ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat containing, Y-linked Núcleo enzima

-0.734 1.75E-03 ZADH2 ZADH2 zinc binding alcohol dehydrogenase domain containing 2 Citoplasma enzima

�1
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-1.054 4.12E-04 ZNF573 ZNF573 zinc finger protein 573 Núcleo Otro

1.181 1.94E-05 LOC100131164 No identificado

0.95 9.81E-04 LOC644852 No identificado

0.652 2.16E-03 LOC389599 No identificado

0.609 1.97E-03 LOC283663 No identificado

-0.599 8.25E-03 LOC100129882 No identificado

0.576 3.12E-03 LOC100131391 No identificado

0.56 8.3E-03 LOC642469 No identificado

-0.375 3.57E-03 LOC399804 No identificado

-0.357 8.91E-03 LOC645351 No identificado

0.348 8.6E-03 LOC644012 No identificado

0.322 8.73E-03 HS.527387 No identificado

0.315 5.22E-03 C1ORF183 No identificado

0.315 9.78E-03 LOC374491 No identificado

-0.311 4.8E-03 HS.545536 No identificado

-0.306 7.07E-03 HS.578383 No identificado

0.306 4.19E-03 LOC391347 No identificado

-1.045 4.37E-03 RNU1-5 No identificado

0.393 1.92E-03 LOC649185 No identificado

0.351 9.59E-03 LOC100132506 No identificado

0.343 2.56E-03 C1ORF21 No identificado

0.331 5.06E-03 LOC648879 No identificado

-0.304 4.73E-03 LOC728505 No identificado

-0.303 5.83E-03 LOC729992 No identificado

Tabla 5B      Genes diferencialmente expresados posterior al consumo agudo de placebo

Log Ratio p-value ID Symbol Entrez Gene Name Location Type(s)

0.467 7.9E-03 AP2B1 AP2B1 adaptor related protein complex 2 beta 1 subunit Membrana Plasmática transportador

0.343 9.22E-03 CACNA2D3 CACNA2D3 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit alpha2delta 3 Membrana Plasmática ion channel

0.63 2.53E-03 CTSZ CTSZ cathepsin Z Citoplasma peptidase

-0.364 7.08E-03 CXCR4 CXCR4 C-X-C motif chemokine receptor 4 Membrana Plasmática Receptor acoplado a proteína-G

0.374 5.34E-03 DLG4 DLG4 discs large MAGUK scaffold protein 4 Membrana Plasmática cinasa

0.404 8.73E-03 ERH ERH enhancer of rudimentary homolog (Drosophila) Núcleo Otro

0.472 7.26E-04 G6PD G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase Citoplasma enzima

0.407 5.77E-03 GTF2H4 GTF2H4 general transcription factor IIH subunit 4 Núcleo regulador transcripcional

0.391 5.68E-03 MEPCE MEPCE methylphosphate capping enzyme Otro enzima

-0.422 6.13E-03 PRR13 PRR13 proline rich 13 Núcleo Otro

-0.318 4.61E-03 RBM3 RBM3 RNA binding motif (RNP1, RRM) protein 3 Citoplasma Otro

0.62 6.15E-03 UBE2E1 UBE2E1 ubiquitin conjugating enzyme E2 E1 Citoplasma enzima

-0.455 4.29E-03 LOC389049 No identificado

0.519 5.21E-03 DKFZP781G0119 No identificado

-0.38 7.43E-03 LOC643452 No identificado

0.312 8.37E-03 LOC554208 No identificado

-0.31 5.25E-03 LOC653257 No identificado

0.335 3.94E-03 LOC100130884 No identificado
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8.4.2.1 Análisis de enriquecimiento de genes diferencialmente expresados 

Los análisis de enriquecimiento funcional se hicieron con el objetivo de dilucidad la función de va-

rios genes cuya expresión cambio posterior al consumo agudo de cocoa y placebo a través de IPA. 

Los resultados de dichos análisis revelan que los genes diferencialmente expresados posterior al 

consumo de cocoa se asociaron a 423 funciones anotadas, de las cuales 30 tuvieron puntaje-Z váli-

dos (Tabla 6A), sin embargo, sólo tres funciones pasaron el punto de corte previamente establecido 

(puntaje-Z  < -1.5 o >1.5): i. Disminución de la producción de especies reactivas de oxigeno (ROS) 

(p=9.58E-4; puntaje-Z = -2.216), ii. Activación de leucocitos (p=4E-3; puntaje-Z = -1.966) y, iii. 

Infección viral (p=9.8E-4, puntaje-Z=-1.667) (Figura 19). Otras funciones anotadas que han sido 

previamente asociadas al consumo de cocoa pero que no alcanzaron el punto de corte para el punta-

je-Z establecido fueron: cantidad de Ca2+ 
(p=2.51E-05; puntaje-Z = 1.05) y movilización del Ca2+ 

(p=3.62E-05; z-score= -0.464). Los genes diferencialmente expresados posterior al consumo de 

placebo estuvieron involucrados en 141 funciones de las cuales dos tuvieron puntajes-Z válidos 

pero ninguna pasó el punto de corte previamente establecido (Tabla 6B).  

 

Figura 19: Análisis de enriquecimiento de los genes diferencialmente expresados posterior al consumo de 
cocoa. Los análisis de enriquecimiento se realizaron utilizando el software IPA. Redes de genes 
diferencialmente expresados de funciones enriquecidas que tuvieron un puntaje-Z de activación < -1.5 o 
>1.5; Disminución de la producción de ROS (p=9.58E-4; puntaje-Z = -2.216), Activación de leucocitos 
(p=4E-3; puntaje-Z = -1.966) y, Infección viral (p=9.8E-4, puntaje-Z=-1.667).  
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Functional Enrichment Pathways Modulated After Cocoa Intake

Category Functions Annotation p-Value Activation 
z-score Molecules # Molecules

Free Radical Scavenging Production of reactive oxygen 
species

9.58E-04 -2.216
CD36,CXCL8,FPR1,HBA1/HBA2,SESN3

5

Cell-To-Cell Signaling and Interaction, 
Hematological System Development and 
Function, Immune Cell Trafficking, 
Inflammatory Response

Activation of leukocytes

4E-03 -1.966

CXCL8,CXCR2,PTPRC,TIGIT,TPT1

5

Infectious Diseases
Viral Infection

2.72E-02 -1.667 CD36,CLK1,CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPR1,HBA1/
HBA2,HBE1,PTPRC,STRADB,TPT1,TRIM44,UTY

13

Lipid Metabolism, Small Molecule 
Biochemistry Synthesis of lipid

3.02E-02 -1.462
COTL1,CXCL8,FPR1,LARGE,UGCG

5

Cell-To-Cell Signaling and Interaction Activation of cells 6.11E-03 -1.418 CXCL8,CXCR1,CXCR2,PTPRC,TIGIT,TPT1 6

Lipid Metabolism, Small Molecule 
Biochemistry Fatty acid metabolism

6.83E-04 -1.004
CD36,COTL1,CXCL8,FPR1,LARGE,OSBPL8,UGCG

7

Cell Morphology Cell spreading 3.57E-03 -0.958 CD36,CXCL8,CXCR2,RAP1GAP 4

Cellular Movement
Migration of cells

2.27E-02 -0.818 ADRB2,CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,DDR1,FPR1,OR
M1,RAP1GAP,TGFBR3,TPT1

11

Cell-To-Cell Signaling and Interaction Binding of cells 2.57E-03 -0.806 CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,ORM1,RAP1GAP 6

Cellular Movement, Immune Cell Trafficking Leukocyte migration 1.61E-02 -0.563 CXCL8,CXCR1,CXCR2,DDR1,FPR1 5

Cell-To-Cell Signaling and Interaction Binding of blood cells 1.53E-04 -0.515 CXCL8,CXCR1,CXCR2,ORM1,RAP1GAP 5

Cell Signaling, Molecular Transport, Vitamin 
and Mineral Metabolism Mobilization of Ca2+

3.62E-05 -0.464
ADRB2,CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPR1,PTPRC,TPT1

7

Inflammatory Response Inflammatory response 1.28E-02 -0.299 CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPR1,ORM1 5

Cellular Movement, Hematological System 
Development and Function, Immune Cell 
Trafficking, Inflammatory Response

Chemotaxis of mononuclear 
leukocytes

1.92E-03 -0.278
CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPR1

4

Cell Death and Survival Apoptosis of leukemia cell lines 3.63E-02 -0.277 GFI1,PTPRC,TPT1,UGCG 4

Cellular Movement Cell movement of blood cells 3.66E-03 -0.259 CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,DDR1,FPR1 6

Cellular Movement Chemotaxis of cells 1.4E-02 -0.227 CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPR1 5

Cell-To-Cell Signaling and Interaction, 
Hematological System Development and 
Function, Inflammatory Response

Binding of professional 
phagocytic cells

5.29E-05 -0.211
CXCL8,CXCR1,CXCR2,ORM1

4

Cell-To-Cell Signaling and Interaction Adhesion of blood cells 2.23E-04 -0.2 ADRB2,CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,ORM1 6

Cellular Movement, Hematological System 
Development and Function, Immune Cell 
Trafficking, Inflammatory Response

Chemotaxis of neutrophils
3.13E-04 -0.153

CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPR1
4

Cell-To-Cell Signaling and Interaction Binding of tumor cell lines 4.16E-03 -0.152 CD36,CXCR1,CXCR2,RAP1GAP 4

Cell-To-Cell Signaling and Interaction, 
Hematological System Development and 
Function, Immune Cell Trafficking

Adhesion of immune cells
6E-03 -0.121

CXCL8,CXCR1,CXCR2,ORM1
4

Cardiovascular System Development and 
Function, Cellular Movement

Chemotaxis of endothelial cell 
lines

1.57E-07 -0.102
CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2

4

Cellular Development, Hematological System 
Development and Function Differentiation of blood cells

4.15E-02 0
CXCL8,CXCR1,CXCR2,PTPRC

4

Cellular Movement
Cell movement

2.08E-02 0.082 ADRB2,CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,DDR1,FPR1,NU
AK2,ORM1,RAP1GAP,TGFBR3,TPT1

12

Cellular Movement Transmigration of cells 3.92E-04 0.343 CXCL8,CXCR2,FPR1,RAP1GAP 4

Cardiovascular System Development and 
Function, Cellular Movement

Movement of vascular 
endothelial cells

2.56E-03 0.528
CD36,CXCL8,CXCR2,ORM1

4

Cardiovascular System Development and 
Function, Cellular Movement Migration of endothelial cells

1.62E-02 0.927
CXCL8,CXCR1,CXCR2,ORM1

4

Cardiovascular System Development and 
Function, Cellular Movement

Cell movement of endothelial 
cells

4.06E-03 0.987
CD36,CXCL8,CXCR1,CXCR2,ORM1

5

Cell Signaling, Molecular Transport, Vitamin 
and Mineral Metabolism Quantity of Ca2+

2.51E-05 1.047 CXCL8,CXCR1,CXCR2,FPR1,HBA1/
HBA2,ORM1,PTPRC

7

Functional Enrichment Pathways Modulated After Placebo Intake

Category Functions Annotation p-Value Activation 
z-score Molecules # Molecules

Infectious Diseases Infection by RNA virus 4.58E-04 0.471 AP2B1,CACNA2D3,CTSZ,CXCR4,UBE2E1 5

Infectious Diseases Infection of tumor cell lines 6.24E-04 0.594 AP2B1,CTSZ,CXCR4,UBE2E1 4

�1

Tabla 6B: Análisis de enriquecimiento funcional de genes modulados posterior al consumo de placebo

Tabla 6A: Análisis de enriquecimiento funcional de genes modulados posterior al consumo de cocoa



8.4.2.2 Validación de genes diferencialmente expresados 

Los cambios en los niveles de expresión de cinco genes diferencialmente expresados posterior al 

consumo agudo de cocoa (IL8, IL8RB, CD36, ADRB2 y FPR1) se validaron por qPCR en tiempo 

real utilizando 40 muestras de RNA pertenecientes a diez participantes. Los genes validados se se-

leccionaron de acuerdo a su magnitud de cambio y participación en al menos tres vías funcionales. 

La consistencia en la dirección de los cambios entre los datos del microarreglo y qPCR se observó 

para IL8, IL8RB, CD36 y ADRB2. Únicamente FPR1 presentó diferencias en los cambios observa-

dos entre los dos métodos (Tabla 7).  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Tabla 7: Validación. Síntesis de cDNA y qPCR en tiempo real

Cinco genes diferencialmente expresados fueron validados por 
qPCR en tiempo real utilizando el equipo Quantum DNA. El 
análisis de datos se hizo a través de cuantificación absoluta 
utilizando curvas estándar.



9. DISCUSIÓN 

El estudio pretendió evaluar el cambio en la expresión de genes en PBMCs derivados del consumo 

agudo y crónico de cocoa de alto contenido en polifenoles y placebo, y analizar la concentración de 

metabolitos de (-)-epicatequina, que pueden a su vez, modular la capacidad antioxidante en plasma. 

El diseño cruzado  en la fase aguda permitió controlar por variables confusoras como el fondo 

genético y las características fisiológicas de los sujetos de estudio, también permitió analizar la 

respuesta individual bajo dos condiciones, lo cual aumenta la confiabilidad de los resultados y 

optimiza el tamaño de la muestra [13] . El concentrado de cocoa es una fuente primaria de (-)-

epicatequina, es disponible y se consume en todo el mundo. El contenido de (-)-epicatequina varía 

entre productos, el concentrado de cocoa utilizado en el presente estudio contiene alrededor de 

cuatro veces más procianidinas y ocho veces más (-)-epicatequina que la cocoa convencional. La 

dosis consumida en este estudio está dentro de el rango de investigaciones previas [18, 85, 86] y 

aunque más alta que el consumo promedio poblacional, es considerada alcanzable a través de la 

dieta [16]. La biodisponibilidad de los polifenoles de cocoa consumidos a través de píldoras, se 

confirmó por cuantificación de metabolitos secundarios en muestras de plasma 2 h posterior al 

consumo de los tratamientos. 

El perfil de metabolitos fue diferente entre individuos, en concordancia con publicaciones previas 

[16, 87]. La variación interindividual se ha atribuido a la absorción, distribución, metabolismo y 

excreción de los compuestos bioactivos, así como a la heterogeneidad en la respuesta biológica de 

los consumidores [88, 89]. En el presente estudio, las mujeres presentaron concentraciones 

ligeramente más elevadas de metabolitos circulantes que los hombres. Este fenómeno se ha descrito 

previamente tanto en modelos animales cómo en humanos [16]. A pesar de ello, los metabolitos más 

abundantes (E3G, E3S, E4G, 3MES) estuvieron distribuidos similarmente en todas las muestras y 

contribuyeron con casi el 85% del total de la concentración plasmática. El perfil de metabolitos se 

ha analizado en algunos estudios utilizando diferentes dosis, vehículos y métodos analíticos [16, 17, 

87, 90]. Los resultados de nuestro estudio revelan un aumento similar en la concentración y patron 

de distribución que estudios previos, aunque la falta del estándar para 3′-O-Metil(−)-epicatequin-5-

sulfato no nos permitió cuantificar este metabolito [17, 91]. La proporción de (-)-epicatequin 

glucurónidos en este estudio refleja los resultados de Rodriguez-Mateos et al. [85], posterior al 

consumo de una dosis similar de (-)-epicatequina y son ligeramente mayores que las 

concentraciones descritas por Ottaviani et al., [16, 87]. Como sugiere Actis-Goretta et al., el perfil 
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de distribución de los metabolitos podría estar influenciado por la cantidad de (-)-epicatequina 

consumida; el consumo de una dosis más alta de podría resultar en una concentración más de 

glucurónidos a expensas de sulfatos [17]. La concentración de metabolitos posterior a la 

suplementación crónica no fue diferente a la suplementación con una sola dosis (aguda).  

La actividad antioxidante de los polifenoles de cocoa y de otros alimentos ricos en flavonoides es 

un tema controversial debido a la diversidad de resultados obtenidos en diferentes estudios [92]. En 

el presente estudio no se observaron diferencias en la capacidad antioxidante del plasma posterior al 

consumo agudo o crónico de cocoa. Ninguno de los metabolitos evaluados, o la suma de ellos, se 

relacionó a cambios en la capacidad antioxidante del plasma. La ausencia de cambios se puede 

deber a la baja biodisponibilidad de los flavanoles, algunos estudios han estimado que únicamente 

el 20% de los flavanoles consumidos vía oral se absorben en duodeno y son transferidos al torrente 

y órganos específicos como metabolitos de (-)-epicatequina en rangos que oscilan en valores nM, 

mientras que otros antioxidantes exógenos como la vitamina C se encuentra en rango mM. Además, 

los metabolitos identificados en plasma tienen menor capacidad antioxidante que los aglicones. En 

concordancia, hallazgos recientes de Ottaviani et al., demostraron la ausencia de productos de 

oxidación de (-)-epicatequina (orto-quinonas o aductos asociados a quinonas) posterior al consumo 

de (-)-epicatequina marcada radiactivamente en humanos, refutando la hipótesis de que los efectos 

sistémicos mediados por (-)-epicatequina se basan en mecanismos antioxidantes directos asociados 

a la transferencia de electrones [16]. Por el contrario, los flavanoles de cocoa podrían actuar a través 

de mecanismos antioxidantes indirectos, como consecuencia de la interacción entre antioxidantes 

exógenos como los metabolitos de (-)-epicatequina y estructuras de la membrana celular, que 

pueden resultar en la modulación vías de protección antioxidante endógena, caracterizadas por 

enzimas como la SOD, glutatión peroxidasa y catalasa [92-94]. Esta respuesta está relacionada a la 

regulación de genes de respuesta inflamatoria. 

El cambio en la expresión de enzimas asociadas a respuesta antioxidante posterior al consumo de 

cocoa ha sido previamente descrito en animales y humanos [95, 96]. Los resultados del presente 

estudio demuestran que el consumo de una dosis única de cocoa (fase aguda) aumenta la expresión 

de SOD2 en PBMCs, este aumento fue mayor que el derivado del consumo diario durante cuatro 

semanas (fase crónica). Se han observado efectos similares posterior a suplementación durante tres 

meses con cocoa rica en (-)-epicatequina (100 mg) en biopsias de músculo esquelético de pacientes 

 !  de !54 86



con diabetes tipo 2 y falla cardiaca [96]. Es probable, que el consumo de (-)-epicatequina module la 

activación de factores de transcripción que promueven la respuesta antioxidante endógena. La 

SOD2 es una de las principales barreras antioxidantes del organismo y se expresa en la mitocondria, 

en donde se produce más del 70% de las ROS. El consumo diario de (-)-epicatequina fue capaz de 

aumentar indicadores de biogénesis mitocondrial y sistemas que regulan los niveles de estrés 

oxidativo, como SOD en células endoteliales [97]. Los datos del presente estudio sugieren que el 

efecto del consumo agudo de cocoa sobre el cambio en la expresión de un gen es mayor que el 

cambio posterior al consumo crónico. Un mayor tamaño de la muestra aumentaría el poder del 

estudio y esclarecería los efectos observados. 

El efecto de los polifenoles de cocoa sobre la expresión de genes objetivo es un fenómeno 

ampliamente estudiado in vitro y en modelos animales [59, 60, 95, 98]. Sin embargo, a la fecha no 

se han identificado estudios de intervención que evalúen el efecto sobre el perfil de expresión global 

en humanos. Considerando que la magnitud del cambio en la expresión de SOD2 fue mayor en la 

fase aguda del estudio, analizamos el efecto que tenía el consumo de una sola dosis de cocoa sobre 

el perfil de expresión global, los resultados fueron comparados con el efecto en el mismo individuo, 

posterior al consumo de placebo. Debido a falta de estudios que utilizan catequinas como vehículo 

de intervención, los resultados del análisis de expresión global se discuten en el contexto de otros 

estudios clínicos bien realizado que evalúan el efecto de flavonoides similares, procedentes del 

aceite de oliva, semillas de uva y una mezcla de flavonoides y aceite de pescado en sujetos con 

diferentes fenotipos (por ejemplo: fumadores, hipertensos, obesos), durante periodos de tiempo más 

largos [93, 99-101]. La exposición a flavanoles de semillas de uva (200 mg) produjo cambios en la 

expresión de 864 genes de leucocitos en siete hombres fumadores, los cambios observados son 

sugerentes de una disminución en la adhesión celular al tejido endotelial [99].  En este estudio 

realizado por Tome-Carneiro et al. [93], en pacientes diabéticos tipo 2 e hipertensos con enfermedad 

arterial coronaria, se encontró que el consumo de un extracto de uva fortificado con resveratrol (8 

mg) durante un año disminuyó la expresión de moléculas inflamatorias clave (TNF-α, IL-1b, IL8) 

en PBMCs.  Vías de señalización similares (respuesta antiviral e inflamatoria) fueron moduladas en 

células de sangre periférica de mujeres obesas posterior al consumo de una mezcla de aceite de 

pescado y flavonoides que contenía epigalocatequina del té verde, quercetina, isoquercetina y 

omega-3 durante diez semanas [100]. Finalmente, el consumo de aceite de oliva durante tres 

semanas redujo la expresión de genes que participan en el sistema renina-angiotensina-aldosterona 
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(IL8RA, ADRB2, ACE, NR1H2) en PBMCs de individuos sanos [101]. La respuesta observada en 

el presente estudio es concordante con efectos previamente en la modificación de transcritos como 

IL8, IL8RA, ADRB2 y FPR1, y vías de señalización como la disminución de la producción de ROS 

y la activación de la respuesta viral de leucocitos. En el presente estudio, estos efectos fueron 

observados incluso después del consumo de una dosis única de cocoa de alto contenido en 

polifenoles. A pesar de las diferencias en el tiempo de exposición (dosis única vs repetitiva), en el 

estado de los participantes (sanos vs enfermos) y en el tipo de flavonoides, los resultados de los 

estudios antes mencionados convergen en una respuesta celular caracterizada por un efecto  y 

disminución de la producción de ROS. Esta respuesta pareciera atenuar la activación y migración de 

células inmunes al endotelio, lo cuál puede estar asociado a beneficios inmunológicos y 

cardiovasculares subyacentes al consumo de cocoa [24]. Además, una vía asociada a la disminución 

de la respuesta viral se identificó en el presente y en estudios previos que evalúan el efecto de los 

flavonoides sobre la expresión en células sanguíneas [100], este efecto podría estar relacionado al 

aumento en factores que intervienen con la habilidad de los viruses de infectar y replicarse dentro 

de las células posterior al consumo de flavonoides [100]. 

En el presente estudio se observó una respuesta en la expresión de genes variable intra- en inter-

individualmente. Por ello, mientras que la lista de genes diferencialmente expresados posterior al 

consumo de cocoa no fue idéntica entre el Grupo 1 y el Grupo 2, ambos sugieren las mismas vías. 

Esta variación se ha rastreado a diferencias en las proporciones relativas de los diferentes subtipos 

celulares, al sexo y a la edad de los participantes [89, 102]. Sin embargo, es poco probable tener 

fluctuaciones en las frecuencias de los sub-tipos celulares posterior al consumo de una dosis única 

de cocoa [99, 100]. Las diferencias en la transcripción se deben, con mayor probabilidad, al perfil 

de expresión basal de los participantes, como lo sugiere el agrupamiento de la mayor parte de las 

muestras de cada individuo como vecino cercano (Figura 17). Las diferencias en la expresión de 

genes podría también reflejar la influencia de factores genéticos o ambientales [102]. Como lo 

propuso recientemente Manach et al. [89], el mayor desafío en el área nutrigenómica será el 

desarrollo de métodos y herramientas que permitan fenotipificar y estratificar a los individuos con 

base en su habilidad para responder al consumo de compuestos bioactivos en las plantas. En 

conjunto, los genes diferencialmente expresados en este estudio convergen en tres redes mayores de 

regulación: i. la disminución en la producción de ROS [FPR1, IL-8, Sestrina 3 (SESN3), CD36, 

HBA1/HBA2], ii.modulación del Ca2+ 
[(ADRB2, IL8, IL8RA, IL8RB, FPR1, Protein Tyrosine 
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Phosphatase, Receptor Type C (PTPRC), TPT1 HBA1/ HBA2, ORM1)], iii. modulación de la 

respuesta inflamatoria (IL8, PTPRC, TIGIT, TPT1, FPR1, IL8RA and IL8RB). La modulación de 

ROS mediada por calcio a través del consumo de metabolitos de (-)-epicatequina pareciera ser un 

mecanismo prominente a través del cuál estas substancias puedan ejercer los efectos biológicos [71, 

103]. Otros flavonoides también se han relacionado a este efecto en modelos in vitro y animales 

[104]. 

El presente estudio tiene diversas limitaciones. Primero, el análisis de expresión de genes se realizó 

en un subgrupo de participantes que tenían el conjunto de muestras completas y que cumplieron con 

los criterios para ser analizados por microarreglo. A pesar del reducido tamaño de la muestra y del 

poder insuficiente (68%), los cambios identificados en la expresión de genes concuerdan con los 

hallazgos de estudios previos que evalúan el efecto de otros polifenoles en muestras mas grandes o 

similares [93, 99, 100]. El perfil de expresión de cada tratamiento sugiere diferencias claras en los 

efectos   observados y la validación de los resultados utilizando qPCR en tiempo real confirma estos 

hallazgos. Una segunda limitación del estudio es que el análisis de la expresión de genes se realizó 

en PBMCs que incluyen sub-grupos de células funcionales, y que no reflejan necesariamente el 

efecto de los metabolitos en otros tejidos. Sin embargo, estas células se han utilizado extensamente 

para investigar el efecto de intervenciones dietéticas [105]. Una tercera limitante es el uso de un 

extracto de cocoa que contiene otros compuestos además de polifenoles. Mientras que la evidencia 

previa sugiere que la (-)-epicatequina es la cause de los efectos observados, el extracto de cocoa 

contiene una amplia gama de polifenoles y otros compuestos bioactivos como la teobromina, y no 

podemos descartar la contribución de estos compuestos a los efectos observados. Como fortalezas 

del estudio, el diseño cruzado permite comparar la respuesta individual bajo dos tratamientos, lo 

cual permite controlar por factores de confusión que aumentan la variabilidad de los cambios 

observados. El análisis simultáneo de los metabolitos conjugados y la capacidad antioxidante del 

plasma provee información sobre la falta de asociación entre estas medidas. Este estudio confirma 

que los cambios en la expresión de genes puede ocurrir posterior al consumo de una dosis única de 

polifenoles en un corto periodo de tiempo.  

La caracterización de la respuesta individual al consumo de polifenoles requiere futura 

investigación ya que se han identificado respondedores y no respondedores en estudios previos 
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[89].  Se recomienda evaluar el efecto del consumo de polifenoles sobre el cambio en la expresión 

de genes a corto y largo plazo utilizando tamaños de muestra más grandes.  

10. CONCLUSIÓN 

En conclusión, el consumo de cocoa rico en polifenoles aumentó la concentración de metabolitos 

derivados de (-)-epicatequina en plasma 2 h después de su consumo agudo y crónico sin cambios en 

la capacidad antioxidante del plasma en las muestras de estudio. La respuesta transcripcional 

observada en este estudio se caracterizó por una expresión diferencial moderada de genes asociados 

a inflamación que converge en tres mayores redes: la disminución de la producción de ROS, la 

modulación del Ca2+, y  la modulación de la respuesta inflamatoria. Estas vías se han asociado a los 

efectos biológicos de otros polifenoles y pueden contribuir a explicar los efectos conocidos del 

consumo de cocoa.  
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