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RESUMEN
TITULO: Evaluacién del efecto de un nutracetitico de fruta y verdura en la
funcion cognitiva de sujetos sanos mediante un ensayo clinico aleatorizado con
placebo.
Introduccion: Para mantener un adecuado estado de salud y evitar diversas
patologias entre las que se encuentra el sindrome metabdlico, es necesario mantener
unos habitos de vida y nutricionales adecuados, entre los que se encuentran la
ingesta de una adecuada cantidad de fruta y verdura y los compuestos fendlicos que
éstas contienen en una amplia variedad y un patrdén dietético acorde como es la dieta
mediterranea.
Ademas de estas enfermedades citadas anteriormente, existen otras que afectan a la
cognicion, asociadas a personas de edad avanzada y que suponen un incremento
notable en los tltimos afios debido a varios factores.
Los polifenoles basan su mecanismo de accién en reducir la actividad oxidante e
inflamatoria, ejerciendo efecto neutralizante de especies reactivas de oxigeno,
disminuyendo el estrés oxidativo. Esta accion depende de la cantidad y el periodo
de consumo y es especialmente importante en cerebro, teniendo una funcion
neuroprotectora, y sobre todo en personas con patologias inflamatorias crdonicas.
Existen diversos test consensuados por la comunidad cientifica para evidenciar
determinadas declaraciones saludables de alimentos sobre funciones cognitivas,
como la atencidn o la memoria y que se emplean en estudios de intervencion para
evaluar efectos de polifenoles en nifos y adultos entre los que se encuentran el Test
de Stroop, RVIP, RAVLT, TMT, TESEN, RIAS y RIST.
Diversos estudios han demostrado que el consumo de flavonoides disminuye las
tasas de demencia en edad avanzada y que por tanto la dieta tiene un impacto
importante en enfermedades neurodegenerativas, constituyendo la fruta y verdura
en una nueva generacion de tratamientos a través de la alimentacion.
Aunque no existe tanta evidencia cientifica en poblacion sana no anciana, se ha
puesto de manifiesto por diversos autores, como habitos de vida no saludables
tienen un impacto negativo en la cognicion o como el consumo de fruta y verdura
reduce los indices de depresion o mejora el estado de animo.
Los flavonoides actian incrementando el flujo sanguineo cerebral, mejorando la

plasticidad sinaptica y por tanto la capacidad cognitiva.



Los complementos alimenticios con alta biodisponibilidad pueden suponer un
medio de que la poblacién consuma la cantidad de estos compuestos bioactivos tan
necesarios para la salud.

Para evaluar el dafio oxidativo y el impacto de los compuestos polifenélicos en la
salud, se emplean diversos marcadores bioldgicos como son el andlisis de los niveles
de vitaminas, homocisteina, diversos marcadores de estrés oxidativo,
inmunoglobulinas como marcadores del estado inmunitario, hormonas tiroideas y
catecolaminas.

Obijetivos: El objetivo principal de esta tesis es evaluar la eficacia de un extracto a
base de frutas y verduras frente a un placebo en la funcion cognitiva y su relacion
con determinados marcadores bioldgicos y la capacidad cognitiva en voluntarios
sanos, concretamente sobre la memoria, la funcién ejecutiva, la atencion sostenida,
y su relacion con determinados marcadores plasmaticos de estrés oxidativo,
neurotransmisores, vitaminas, homocisteina, hormonas tiroideas e IgA.
Resultados: Se realiz6 una seleccion de voluntarios (n=117), comprobando mediante
entrevista que cumplian los criterios de inclusion (n=108). Los sujetos que
finalizaron el estudio (n=92), fueron asignados a un grupo de manera aleatoria y
consumieron alternativamente en el primer periodo o en el segundo una mezcla
homogeneizada de zumo y pulpas deshidratadas de bayas, frutas y verduras en
proporciones variables o un placebo, en la misma presentacién que el producto,
durante 16 semanas continuadas tras otro periodo de 16 semanas con un intervalo
de 4 semanas de lavado entre ellas.

Al inicio y final de cada fase, los sujetos fueron sometidos a extracciones sanguineas
para la determinacion de los marcadores plasmaticos a estudio y la realizacion de
los test cognitivos Stroop, TESEN y RIST.

Al comparar los resultados de las puntuaciones de todas las variables de los test
cognitivos entre valores iniciales y finales se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el producto y no asi para placebo. Estas
diferencias también lo fueron entre grupos producto y placebo.

En cuanto a los marcadores plasmaticos, hay diferencias estadisticamente
significativas en marcadores de estrés oxidativo, homocisteina y en catecolaminas
relacionadas con la funcién cognitiva, pero por el contrario no existen tales

diferencias en cuanto a niveles de vitaminas, IgA o en hormonas tiroideas.



Cuando la comparativa se realizd entre sexos, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en ningtn caso.

El consumo del producto a estudio mejora la funcion ejecutiva y la memoria a corto
plazo ya sea verbal o no verbal. No se experimentan cambios en los niveles de IgA
plasmatica que se traduzca en una mejora de la inmunidad y una mayor
concentracion de vitaminas en el producto a estudio no se traduce en una mayor
concentracion plasmatica.

El consumo del producto a estudio reduce la homocisteinemia, reduciendo asi el
riesgo de padecer enfermedades isquémicas y otros accidentes cardiovasculares, asi
como marcadores de estrés oxidativo. No se observa una relacion directa entre el
consumo de producto y los niveles de hormonas tiroideas en el organismo. Los
niveles de catecolaminas, especialmente dopamina cuando se consume producto,
muestran un efecto de clara mejora de las funciones cognitivas, especialmente la
atencion y otras funciones ejecutivas correlacionadas con los resultados de los test
anteriormente descritos.

Conclusiones: El producto a estudio puede suponer un sistema alternativo en la
prevenciéon mediante el consumo de fruta y verdura en poblacion joven del
deterioro cognitivo normal provocado por la edad y signos de envejecimiento
celular en asociacién con un adecuado estilo de vida ademas de una mejora de las
funciones cognitivas (memoria inmediata y de trabajo, atencién sostenida y
selectiva).

Palabras clave: polifenoles, memoria, atencién, cognicidn, estrés oxidativo,
catecolaminas, Stroop, TESEN, RIST.






ABSTRACT
TITLE: Evaluation of the effect of a fruit and vegetable nutraceutical on the
cognitive function of healthy subjects through a randomized placebo clinical
trial.
Introduction: To maintain an adequate state of health and avoid various pathologies
such as the metabolic syndrome, it is necessary to implement the right lifestyle and
nutritional habits, like the intake of a proper amount of fruit and vegetables and the
wide variety of Phenolic compounds that they contain, and a dietary pattern
consistent with the Mediterranean diet.
In addition to these diseases mentioned above, there are others that affect cognition,
associated with elderly people and that represent a notable increase in recent years
due to various factors.
Polyphenols base their mechanism of action on reducing oxidative and
inflammatory activity, exerting a neutralizing effect on reactive oxygen species,
reducing oxidative stress. This action depends on the amount and the period of
consumption and is especially important in the brain, having a neuroprotective
function, and especially in people with chronic inflammatory diseases.
There are various tests agreed upon by the scientific community to demonstrate
certain healthy food claims on cognitive functions, such as attention or memory, and
which are used in intervention studies to evaluate the effects of polyphenols in
children and adults, including the Test of Stroop, RVIP, RAVLT, TMT, TESEN, RIAS
and RIST.
Various studies have shown that flavonoid consumption decreases dementia rates
in old age and that therefore diet has an important impact on neurodegenerative
diseases, with fruit and vegetables constituting a new generation of treatments
through diet.
Although there is not as much scientific evidence in healthy non-elderly
populations, it has been shown by various authors, how unhealthy lifestyle habits
have a negative impact on cognition or how the consumption of fruit and vegetables
reduces depression rates or improves mood.
Flavonoids work by increasing cerebral blood flow, improving synaptic plasticity
and therefore cognitive ability.
Food supplements with high bioavailability can provide a means for the population
to consume the amount of these bioactive compounds that are so necessary for
health.
To assess the oxidative damage and the impact of polyphenolic compounds on
health, various biological markers are used, such as the analysis of vitamin levels,
homocysteine, various oxidative stress markers, immunoglobulins as markers of
immune status, thyroid hormones and catecholamines.



Objectives: The main objective of this thesis is to evaluate the efficacy of an extract
based on fruits and vegetables versus a placebo in cognitive function and its
relationship with certain biological markers and cognitive capacity in healthy
volunteers, specifically on memory, executive function, sustained attention, and its
relationship with certain plasma oxidative stress markers, neurotransmitters,
vitamins, homocysteine, thyroid hormones and IgA.

Results: A selection of volunteers (n = 117) was made, verifying by interview that
they met the inclusion criteria (n = 108). Subjects who completed the study (n = 92)
were randomly assigned to one group and alternately consumed in the first or
second period a homogenized mixture of dehydrated juice and pulps of berries,
fruits and vegetables in varying proportions or a Placebo, in the same presentation
as the product, for 16 continuous weeks after another period of 16 weeks with an
interval of 4 weeks of washing between them.

At the beginning and end of each phase, the subjects underwent blood draws to
determine the plasma markers under study and to carry out the Stroop, TESEN and
RIST cognitive tests.

When comparing the results of the scores of all the variables of the cognitive tests
between initial and final values, statistically significant differences were found in
the product and not so for placebo. These differences were also between product
and placebo groups.

Regarding plasma markers, there are statistically significant differences in oxidative
stress markers, homocysteine and in catecholamines related to cognitive function,
but on the contrary, there are no such differences in terms of levels of vitamins, IgA
or thyroid hormones.

When the comparison was made between the sexes, no statistically significant
differences were found in any case.

The consumption of the product under study improves executive function and
short-term memory, whether verbal or non-verbal. No change in plasma IgA levels
that translates into an improvement in immunity, and a higher concentration of
vitamins in the product under study does not translate into a higher plasma
concentration.

The consumption of the product under study reduces homocysteinemia, thus
reducing the risk of suffering from ischemic diseases and other cardiovascular
accidents, as well as oxidative stress markers. There is no direct relationship
between the consumption of the product and the levels of thyroid hormones in the
body. The catecholamine levels, especially dopamine when the product is
consumed, show a clear improvement effect on cognitive functions, especially
attention and other executive functions correlated with the results of the tests
previously described.



Conclusions: The product under study may represent an alternative system in the
prevention through the consumption of fruit and vegetables in a young population
of normal cognitive deterioration caused by age and signs of cellular aging in
association with an adequate lifestyle in addition to an improvement in cognitive
functions (immediate and working memory, sustained and selective attention).
Keywords: polyphenols, memory, attention, cognition, oxidative stress,
catecholamines, Stroop, TESEN, RIST.
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I - INTRODUCCION

1.1. ALIMENTACION Y SALUD

1.1.1. Relacion del estilo de vida y los habitos nutricionales con la salud

Para mantener un adecuado estado de salud es necesario mantener unos
habitos de vida y nutricionales adecuados, entre los que se incluyen: adecuada
ingesta de fruta y verdura (1-3), consumo habitual de acidos grasos de la serie
omega (2-3/6 (250-500 mg/dia) y limitar el consumo de grasas saturadas a un
maximo de un 10% del total de macronutrientes. Otros aspectos importantes son,
por ejemplo, realizar alguna actividad fisica al menos moderada de forma periodica
y dormir unas 7 u 8 horas.

Otros habitos positivos de caracter alimentario para mantener una
adecuada calidad de vida y prevenir enfermedades son beber al menos dos litros
de agua diaria, disminuir el consumo de azucares simples para evitar picos de
glucemia, desayunar adecuadamente teniendo una ingesta adecuada de vitaminas
y minerales, por ejemplo a través del consumo de fruta y verdura y por tanto de

flavonoides (4).

1.1.2. Consumo de fruta y verdura

Dentro de los factores indicados en el punto anterior como determinantes
para alcanzar un estado dptimo de salud, se encuentra el consumo de fruta y
verdura en cantidad adecuada, por su contenido en compuestos antioxidantes, con

un consumo minimo de 5 piezas al dia segun la OMS.
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El consumo de fruta y verdura en cantidad adecuada tiene un impacto
directo en la salud, siendo de eleccion en el tratamiento de determinadas
enfermedades. Se han encontrado efectos positivos descritos en patologias como
obesidad (5), enfermedades cronicas degenerativas (6, 7) y un importante papel
protector en enfermedades cardiovasculares a través de la regulacion del colesterol
y disminucién del dafo celular lipidico en leucocitos y eritrocitos (8).

Aunque el consumo de flavonoides en la poblacidon adulta espafiola es
adecuado (9, 10) incluso en la poblacién joven, éste es menor a otros paises
europeos como Polonia (11).

Uno de los patrones dietéticos mas acordes con estas indicaciones es la dieta
mediterranea, por su alto contenido en antioxidantes y polifenoles (12-15) (Tabla

1).

Tabla 1. Indicadores dietéticos esenciales en la dieta mediterranea (12).

Indicador Efectos en la salud Caracteristicas

Ratio acidos grasos

saturados/monoinsaturados

Ingesta de fibra dietética

Capacidad antioxidante de

la dieta completa

Ingesta de fitoesteroles

asociados

Relacion inversa entre
enfermedades
cardiovasculares y
mortalidad total

Prevencién de
enfermedad coronaria
y cancer de colon
Alta capacidad
antioxidante
Prevencién de dano
oxidativo

Bajo nivel de
colesterol LDL y total

diferenciales de la
dieta mediterranea
Alta ratio derivada del
elevado consumo de
aceite de oliva y
moderado consumo de
grasas animales
Elevado consumo de
fruta y verdura fresca

Alta variedad de
antioxidantes de
alimentos y bebidas de
origen vegetal

Alta ingesta de aceites
vegetales
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1.1.3. Ausencia de salud

Existen diversas patologias asociadas al estilo de vida, como el cancer. En
1981 se demostrd la influencia de la alimentacion, el patron dietético y el estilo de
vida en la salud humana (16, 17), algo que ha sido ratificado recientemente por
otros autores (18). Posteriormente, se confirmo en estudios de revision, clasificados
por tipos de cancer (19), en enfermedades como la diabetes (20), la ateroesclerosis
(21) enfermedades cardiovasculares en general (22), afectando a la capacidad de
respuesta del organismo frente a agentes externos a través del sistema inmunitario
(23) o simplemente reduciendo el dafo oxidativo (7), proceso comtn a multiples
afecciones. Todas estas patologias suponen la principal causa de muerte en las
sociedades occidentales como es la espafiola y quedan englobadas en el llamado

sindrome metabolico y resistencia a la insulina (24-26).

1.2. POLIFENOLES

1.2.1. Clasificacion de los polifenoles

Los polifenoles son sustancias ampliamente presentes en frutas y verduras
que en su composicién quimica presentan un anillo fenol. La clasificacion mas
habitual de los polifenoles es segtn la estructura de su esqueleto carbonado (Figura
1), clasificandose en flavonoides y no-flavonoides (27, 28). Sin embargo, a lo largo
de los ultimos afos se ha realizado una extensa clasificacion segtin sus estructuras
quimicas (29, 30).

Dentro de los flavonoides se encuentran las antocianinas, muy abundates
en bayas y frutos rojos como uva y arandanos (31, 32), las flavanonas, y flavonoles
entre otros. Estos ultimos se encuentran principalmente en té verde y cacao a través

de las catequinas y derivados (33, 34). La quercetina o Kaemferol se encuentran



38 JUAN ANGEL CARRILLO PINERO

muy presentes en cebolla, puerros o brdcoli. Los flavonoles se encuentran en altas
concentraciones en perejil o el apio, las isoflavonas mas presentes en la soja que en
otros alimentos (35) o derivados de la hesperidina en los citricos (36). Incluso un
cereal poco empleado gastronomicamente, como la harina integral de sorgo, se ha
propuesto como fuente de polifenoles (37). Otros componentes fenolicos no

flavonoides estan presentes en alimentos de origen vegetal como es el vino, a través
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Figura 1. La estructura basica de los flavonoles y sus clases. Adaptado de Panche
y col. 2016. (39, 40).
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1.2.2. Mecanismos de accion de los polifenoles

Los antocianos, mas alld del papel relacionado con el metabolismo de
farmacos a través de la inhibicion del citocromo P450, es decir inhibicién de
reacciones de oxidacién que modulan la accién de éstos, tienen una funcién de
reduccién del estrés oxidativo y dano celular (41, 42) comprobado en estudios en
ratas con arandanos y antocianinas (43).

Estos compuestos basan su mecanismo de accién en dos principales
vertientes muy relacionadas entre si: actividad antioxidante y actividad
antiinflamatoria.

La literatura cientifica ha demostrado ampliamente que el contenido de
compuestos antioxidantes en frutas y verduras es determinante para su capacidad
de neutralizar radicales libres y evitar el deterioro propio del envejecimiento y las
enfermedades degenerativas (44). Entre los principales efectos demostrados, se
pueden encontrar la disminucion de los efectos adversos provocados por la
contaminacion atmosférica y los radicales libres que ésta provoca en el organismo
(45). Este efecto neutralizante de las especies reactivas de oxigeno (ERO),
cualquiera que sea su origen permanece en el tiempo, con lo que los polifenoles
hacen efecto barrido sobre los radicales libres. Este efecto se ha puesto de
manifiesto en estudios donde este efecto se sigue manifestando pasados dias desde
su consumo (46). De forma preventiva, se ha comprobado como de cara a una
cirugia dental se puede prevenir este estrés oxidativo neutralizando estas
moléculas reactivas (47).

Asi mismo, los marcadores de estrés oxidativo en la membrana neuronal
del sistema nervioso central (SNC) disminuyen al disminuir las ERO, cuando se

suplementa con zumo concentrado rico en polifenoles, segiin un estudio con atletas
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de élite (48). Este hecho es especialmente importante en el cerebro, dada la relacion
existente entre la edad y el desarrollo de enfermedades.

La suplementacién con polifenoles disminuye la vulnerabilidad de
personas con edad avanzada que presentan mayores factores de riesgo al estrés
oxidativo, mejorando la comunicabilidad neuronal (49, 50). Ademas, el cerebro es
especialmente sensible y propenso a este dafio oxidativo y a la acumulacion de ERO
por el aumento en el consumo de oxigeno (51).

Por otro lado, en pacientes con patologia renal sometidos a hemodidlisis, la
suplementacion con uva roja rica ha demostrado reduccion de los danos
provocados por estrés oxidativo (52).

La cantidad de compuestos con funcion antioxidante y beneficiosa para el
organismo es variable segun la fruta y verdura de que se trate. Por ejemplo, la
granada presenta mayor capacidad antioxidante que la manzana (53) y valores
muy similares a diferentes tipos de bayas (54, 55). No obstante, esta capacidad
depende de la cantidad de consumo de cada una de ellas (56) y la duracion de este
consumo (57).

Los mecanismos de accidn de esta actividad antioxidante de los compuestos
bioactivos presentes en frutas y verduras se han determinado en diferentes
estudios de intervencion (28, 58, 59). En todos los casos, la capacidad antioxidante
era dependiente de la concentracion de polifenoles y enzimas de la cadena quinasa
(60). Asi ocurre en la prevencion y control de diabetes tipo II a través de la
inhibiciéon de enzimas implicadas en la digestion de carbohidratos como la a-
amilasa o la a-glucosidasa (20).

Los pacientes diabéticos presentan mayor estrés oxidativo a nivel local, lo

cual reduce la actividad antioxidante en el cerebro. Este hecho deriva en mayor
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deterioro cognitivo y puede reducirse con la ingesta de antioxidantes, tal como se
demuestra en la literatura cientifica (61).

También se ha comprobado en otros estudios de intervencion el efecto
sinérgico de la combinacion de algunos de estos polifenoles (62). Aunque el efecto
de esta sinergia sea positivo por ejemplo en el caso de la granada y el limon, siendo
el efecto de la combinacion mejor que por separado (63).

Los polifenoles del vino tinto también han demostrado capacidad para
ejercer proteccion frente a dafio oxidativo a nivel del sistema nervioso central, dada
su capacidad para traspasar la barrera hematoencefalica (64). Por otro lado, la
ingesta de alimentos ricos en polifenoles como el cacao o el té verde, disminuye la
susceptibilidad de la LDL a la oxidacion (65), siendo muy evidentes en el caso de
poblacion diabética. Diversos estudios han demostrado la eficacia de los
polifenoles de granada (66) o cebolla (67) en esta poblacion, reduciendo la
peroxidacion lipidica en adultos obesos y diabéticos frente a adultos sanos.

También se han evaluado los efectos de los polifenoles como antioxidantes
en combinacion con vitamina C en hipertensos, dado el incremento de dafio
oxidativo y la consecuente disfuncién endotelial en este tipo de patologias (68, 69).

Recientemente, se ha demostrado que la capacidad antioxidante de los
alimentos contenidos en la dieta se relaciona con la capacidad antioxidante del
plasma (70, 71). Del mismo modo, una dieta con alimentos con elevada capacidad
antioxidante disminuye los marcadores de estrés oxidativo en plasma, mejorando
el estado de enfermos con patologias crénicas (72).

En el caso de los procesos inflamatorios crénicos, se puede encontrar una
pérdida del “efecto barrera” y una sobreproduccién de sustancias oxidantes como
citoquinas, quimiocinas y metaloproteinas. En estos casos, los polifenoles actiian

como moduladores de la respuesta a enfermedades crénicas inflamatorias, por su
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capacidad de neutralizacion de estas sustancias oxidantes y funcion
neuroprotectora (31, 73), como en el caso de la artritis reumatoide o psoriasica (74).
Finalmente, la respuesta inflamatoria esta intimamente relacionada con el dano
muscular y la homeostasis durante la practica de ejercicio fisico intenso (75), al
igual que en adultos jovenes (76) o en personas de edad avanzada con

enfermedades neurodegenerativas y/o deterioro cognitivo (49).

1.3. FUNCION COGNITIVA.

Dentro de la cognicion se pueden diferenciar diversas funciones, las cuales
pueden valorarse a través de pruebas o test validados y consensuados por la
comunidad cientifica y que los resultados de los mismos puedan emplearse como
evidencia para determinadas declaraciones saludables consideradas por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (77, 78). Algunas de estas
funciones cognitivas son:

e Atencion sostenida. Definida como la capacidad de mantener la atencién a un

estimulo o tarea durante un largo periodo de tiempo.

e Atencion selectiva. Definida como la capacidad de focalizar la mente en una

tarea o estimulo concreto.

e Memoria inmediata. Definida como la capacidad de mantener una pequena

cantidad de informacion un corto periodo de tiempo

e Memoria de trabajo. Definida como el conjunto de procesos que nos permiten
el almacenamiento y el manejo de la informacion para la realizacion de tareas

cognitivas complejas como el lenguaje, lectura o matematicas, entre otras.
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Igualmente, existen pruebas validadas como el test de Reynolds, que se
emplea en estudios clinicos o de intervencion para determinar el estado cognitivo

de partida, siendo eminentemente un screening de inteligencia (79).

1.3.1. Test validados

Para medir o evaluar la atencion selectiva, se emplea el test de Stroop, una
prueba en la que el individuo ha de clasificar la informacién del entorno y
reaccionar selectivamente a esa informacién (80). Esta prueba se ha empleado en
estudios en adultos (81, 82) e incluso en nifnos (83), y es muy utilizado en estudios
de intervencién para evaluar efectos positivos de flavonoides en memoria y
atencion en ninos y adultos (84).

Otro de los test mas comunes en estudios de intervencion es el test RVIP o
test de procesamiento rapido de informacién visual, para evaluar la funcién
ejecutiva. Esta funcion ejecutiva se define como el conjunto de operaciones
cognitivas complejas para evaluar la fijacidn y clasificacién de metas, planes, tareas,
y monitorizacion y vigilancia de las mismas, que exigen razonamiento y toma de
decisiones.

En un estudio con consumo de resveratrol se valoraron sus efectos en la
cognicion a través de la concentracion de 6xido nitrico y la oxigenacion de la sangre
y se comprobo con este test la funcion ejecutiva (81, 85, 86). Esta prueba se emplea
habitualmente en estudios de intervencién en adultos para evaluacion de funciones
ejecutivas como en este caso con bebida de cacao (87) o combinada de arandanos y
uva (88).

Otro test muy empleado en estudios de valoracidon cognitiva es el test de
RAVLT o Test de Aprendizaje Auditivo Verbal de Rey. Tiene como objetivo evaluar

la capacidad de aprendizaje y memoria de trabajo (83). Otras variantes son el test
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de Visual spatial learning test (VSLT) y el test Visual verbal learning test (VVLT),

probados en mujeres adultas para evaluar la memoria (57).

Por otro lado, el llamado Trail making test (TMT) o tarea de rastreo esta
siendo empleado frecuentemente para evaluar funcion ejecutiva en nifios y adultos
en estudios de intervencion (89) y en ancianos, combinado con test Mini-mental
state examination (MMSE) utilizado en enfermedades neurodegenerativas como la
Enfermedad de Alzheimer (EA) (90).

Existe una combinacién de test muy parecida a la anterior, llamada TESEN
(Test de los senderos), desarrollado en Espafia para evaluaciéon de funciones
ejecutivas y memoria de trabajo, especialmente indicado en estudios de
intervencidn con poblacién sana (91), sobre todo jovenes y nifnos. Esta adaptacion
presenta un sistema de puntuacion estandarizado y unos baremos actuales para
poblacion espafiolaa diferencia del TMT

Como método de evaluacion de inteligencia y memoria se emplean dos test
muy relacionados entre si, el test RIAS y el test RIST (una adaptacion del primero)

(92), empleandose en jovenes y nifios como evaluacion de memoria de trabajo (93).

1.3.2. Patologias cognitivas

Aunque las patologias citadas en el capitulo 1.1.2 suponen la principal causa
de muerte en paises occidentales y son consideradas las enfermedades de presente
y de futuro, hay otras afecciones degenerativas asociadas a personas con edad
avanzada que afectan a la cognicion como la EA o la demencia (94-98). Estas
enfermedades estan aumentando durante los ultimos anos, debido no solo al
envejecimiento progresivo de la poblacion y a la mayor esperanza de vida en paises
desarrollados, sino también en personas cada vez mas jovenes, probandose que se

produce mejora en este deterioro cognitivo con el consumo de flavonoides a través
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de la dieta (99). De hecho, en un estudio que abarca a 23 paises desarrollados, se
demostrd que el consumo de flavonoides disminuye las tasas de demencia en edad
avanzada (100), algo que afecta incluso a patologias asociadas como la depresion
(101).

En este mismo sentido, el impacto de la dieta y los habitos de vida en el
coste de salud no pueden ignorarse. El coste de la demencia solamente en Reino
Unido, se estima de 17 billones de libras al afio. Si se lograra un complemento o
tratamiento que pudiera reducir tan solo un 1% por afio el deterioro cognitivo
severo, se cancelaria el aumento de coste por cuidado de estas personas a largo
plazo en la poblacion que envejecerd, mas alld de desarrollar complementos
capaces de mejorar memoria y aprendizaje en adultos y nifios en el futuro. La fruta
y la verdura deben ser precursores de una nueva generacion de tratamientos a
través de la alimentacion y el estilo de vida (102), ya que la terapia farmacologica

necesita complementarse con un nuevo enfoque a través de estas opciones (103).

1.3.3. Cognicion y edad

En el caso de la poblacién joven universitaria, estos habitos de vida y
nutricionales se hacen mds importantes, pues esta poblacion tiene unos
requerimientos mayores en cuanto al metabolismo basal y la renovacion celular.
Ademads, presentan una plasticidad cerebral mayor, con lo que las necesidades
nutricionales son mds exigentes, sobre todo por el desgaste la funcion cognitiva. El
hecho de llevar una dieta mediterrdnea como patréon dietético saludable, da lugar
a la disminucion del riesgo de demencia de estos jovenes cuando tengan una edad
avanzada (104, 105). En este sentido, también se ha demostrado recientemente un

efecto positivo en la disminucion de marcadores de estrés oxidativo en un patrén
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dietético con elevado contenido en frutas y verduras y un menor consumo de carne
(70).

Aungque no existen suficientes estudios en jovenes que relacionen patrones
dietéticos y cognicién de forma directa, se ha evidenciado como habitos de vida o
comportamientos no saludables como el consumo de alcohol, fumar, poca
actividad fisica o escaso consumo de fruta y verdura son determinantes para la
capacidad cognitiva (memoria y funcidn ejecutiva) (106). La intensidad y la
duracion de estas actividades repercuten de forma inversamente proporcional en
la mejora de la capacidad cognitiva a largo plazo (107). Ademas, el consumo de
fruta y verdura reduce el riesgo de padecer depresion. De hecho, se ha constatado
que el consumo de fruta, principalmente debido a la capacidad de los flavonoides
de mejorar la funcion ejecutiva, mejora el estado de d&nimo en nifios y jovenes (99).
Asimismo, se ha demostrado la relacién inversa entre factores de estrés oxidativo
en adolescentes y consumo de fruta y verdura en la dieta (108).

Por otro lado, la funcién cognitiva disminuye con la edad (109) y que esta
relacionada con el consumo de antioxidantes (97, 110). La intervencién de frutas y
verduras en la cognicién, por ejemplo en la mejora de ésta asociada a la
disminuciéon provocada por la edad, muestra una mayor relacion en el caso de

flavonoides, sobre todo antocianinas y flavonas (111).

1.3.4. Flujo sanguineo cerebral

Los flavonoides tienen un efecto positivo en las neuronas, asociado a la
memoria, principalmente debido al aumento del flujo sanguineo cerebrovascular
(112-115) (Figura 2). Este aumento provoca una mejora en la plasticidad sindptica
y, por tanto, la capacidad cognitiva (115). Las catequinas participan en las cascadas

de sefializacion de la quinasa lipidica, afectando a factores de transcripcion como
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la proteina CREB, provocando cambios en el sistema cardiovascular y por tanto
cerebrovascular (58). La epigalocatequina galato (EGCG), epicatequinas (EGC),
hesperidinas y pelargonidinas son los flavonoides que mejor atraviesan la barrera
hematoencefalica (BHE) y por tanto tienen un mayor efecto en la capacidad
cognitiva (113).

Todo lo expuesto anteriormente, relacionado con el aumento de 6xido
nitrico y la oxigenacion por el aumento del flujo sanguineo cerebral, se ha puesto
de manifiesto mediante test cognitivos y resonancia magnética en adultos jovenes

sanos (114).
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Figura 2. Mecanismos de accion de los flavonoides. Adaptado de Spencer JP, 2010
(102).
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1.3.5. Memoria

Durante los tltimos afos, diferentes autores han evaluado la memoria en
estudios de intervencién con consumo de fruta y verdura (88) en la realizacién de
planes de accion (116).

Los polifenoles del té verde y cacao presentan una importante funcion
protectora de la funcidon neuronal y la memoria como muestra un estudio de estrés
psicoldgico en ratas (33). Estos efectos parecen demostrarse por la disminucion
significativa de marcadores de estrés e inflamacion como IL-6 o superdxido
dismutasa (SOD) (117).

Asi pues, parece haber una mejora de las funciones cognitivas a nivel
general en los estudios de intervencion cuando se administran alimentos con
elevado contenido en polifenoles, sobre todo flavonoides. Estos efectos parecen
evidentes en poblaciones muy jovenes o ancianas en las que se puede mejorar la
conectividad neuronal o el crecimiento neuronal en el hipocampo (118). Este hecho
también se ha puesto de manifiesto con un nutracettico a base de resveratrol en
adultos jovenes, sometiéndolos a tareas cognitivas exigentes y relacionandolo con
el flujo sanguineo cerebrovascular a través de la modulacién de ON (86, 114), al
igual que la mejora en la funcion endotelial (87).

En un estudio prospectivo en adultos franceses se evalud la memoria, la
funcion ejecutiva y el lenguaje. Si embargo, en este caso, no se pudo determinar
una asociacion clara y evidente entre la mejora de estas funciones y el consumo de
frutas o verduras, aunque si se observa una mejora en el deterioro cognitivo (119).
Otro estudio posterior, logrd asociar un patrén dietético saludable con un consumo

de fruta y verdura elevado con la mejora en la funcion ejecutiva (120).
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Asi mismo, se han podido determinar algunas mejoras del rendimiento
cognitivo en tareas asociadas a distintos tipos de memoria con el consumo de
complejos multivitaminicos (66).

Sin embargo, hay una necesidad cientifica en este sentido, ya que se han
realizado pocos estudios aleatorizados en modelos humanos en poblacién joven
acerca de los efectos de los polifenoles en la memoria y el aprendizaje, siendo
abundantes en poblacién anciana asociados a envejecimiento y con patologias

degenerativas (121, 122).

1.3.6. Impacto del consumo de fruta y verdura en la funcion cognitiva

La dieta es especialmente importante como prevencion por el efecto
antioxidante que presenta en estas enfermedades degenerativas de asociadas a la
edad y el estrés oxidativo propio del envejecimiento (98).

En este sentido, se demostrd el impacto positivo que presenta el consumo
de fruta y verdura en la cognicion a través de un estudio longitudinal que relaciona
ésta con el estilo de vida (123), dado que el envejecimiento neuronal causado por la
edad de manera natural puede ser contrarrestado eficazmente con suplementacion
a base de antioxidantes (124, 125).

En las enfermedades neurodegenerativas, uno de los tratamientos de
eleccion es aquel que inhibe la enzima acetilcolinesterasa (AChE), permitiendo
mayores niveles de acetilcolina, favoreciendo las conexiones neuronales. Los
flavonoides de las frutas y las verduras son una importante opcién en una accién
terapéutica contra los signos de la EA (39, 126), dado que mejora sensiblemente la
plasticidad sindptica en estos enfermos, mejorando la memoria y los procesos

cognitivos (127).
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Igualmente, a través de numerosos estudios de intervencion clinica y
epidemiologicos, se ha relacionado la funcién cognitiva con el consumo de fruta y
verdura en enfermos con diversas enfermedades degenerativas, pero se pueden
encontrar pocas intervenciones en poblacion sana (128).

Por tanto, realizar estudios en poblacidn no anciana y sin deterioro
cognitivo es determinante tanto para evaluar el impacto en estas poblaciones como
para determinar las consecuencias del consumo crénico. Incluso se ha tratado la
posibilidad de la utilizacién de fitoquimicos como terapéuticos como alternativa al
uso de farmacos, con el fin de evitar los efectos secundarios que éstos provocan y
de esta manera tratar las enfermedades mas acuciantes de los tltimos afos.

Numerosos investigadores han clasificado los efectos beneficiosos sobre la
salud en diferentes alimentos (129), concluyendo que las frutas y las verduras
tienen un interesante potencial como agentes terapéuticos.

Con el fin de llegar a consumir los niveles adecuados de antioxidantes en la
dieta, la industria alimentaria ha desarrollado complementos alimenticios con una
elevada vida util. De esta manera se facilita a la poblacién la posibilidad de acceder
de una manera facil y sencilla a consumir la cantidad adecuada de estos
compuestos poniendo a disposicion del consumidor los nutrientes bioactivos de
plantas como promotores de la salud (130, 131) siempre dentro de los niveles

maximos de consumo para evitar toxicidad (132).

1.3.7. Biodisponibilidad

La biodisponibilidad de los compuestos polifendlicos y el conocimiento
sobre los metabolitos resultantes tras el consumo de complementos alimenticios es
muy importante (28, 133), ya que comparada con la aparicién en plasma después

de su ingestion de los polifenoles de los alimentos puede ser muy diferente (56, 97),
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y sobre soto con un consumo continuado de estos polifenoles en comparacion con
una dosis unica (134).

De hecho, la biodisponibilidad de las antocianinas en los alimentos es muy
baja, con lo que la ingesta diaria necesaria ha de ser mucho mas alta para conseguir
la misma capacidad antioxidante, algo que no ocurre en muchos complementos
alimenticios (135).

Ademas, y en relacion con lo expuesto anteriormente, debido a que se ha
investigado mucho sobre los efectos beneficiosos de extractos y nutracetuticos de
frutas y verduras, se ha estudiado muy poco acerca de los efectos adversos y la
sobredosificacién de polifenoles. En este sentido, hay que tener muy en cuenta,
ademas de las concentraciones de los compuestos, la biodisponibilidad in vivo y el
consumo a través de alimentos y de forma sinérgica y conjugada en éstos (136).

Ademas, se han de seguir, para una correcta presentacion de resultados y
conclusiones, las alegaciones sobre propiedades saludables, sobre todo en el caso
de suplementos alimentarios, expuestas por el Instituto Europeo de Ciencias de la
Vida (137), ademas de las pautas para la correcta realizacion de estudios de

intervencion.

1.4.MARCADORES BIOLOGICOS Y SU RELACION CON LA SALUD

Los siguientes marcadores bioldgicos a estudio han sido determinados
segun los indicadores de salud determinados por la “European Food Safety
Agency” (EFSA), que son claves para determinar dafno oxidativo o la salud

cardiovascular (138, 139).
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1.4.1. Vitaminas

Las principales vitaminas determinar cémo marcadores bioldgicos en
plasma, relacionados con el dafio oxidativo y las funciones cognitivas celular son
la Vitamina E y la Vitamina B12.

La vitamina E o tocoferol es una vitamina liposoluble caracterizada por su
gran capacidad antioxidante. Se encuentra ampliamente presente en vegetales de
hoja verde y otros alimentos de origen vegetal y un consumo de estos sugiere una

capacidad antioxidante mayor por presencia de esta vitamina (140).

Figura 3. Estructura quimica de la vitamina E y vitamina B12 (141, 142).

Se ha comprobado que las concentraciones plasmaticas de vitamina E

ebido al aporte en la dieta y mediante complementos nutricionales disminuye la
debido al t la dieta y mediant 1 t t les d yel
peroxidacion lipidica, mostrando menor excrecion urinaria de isoprostanos (143) y

una disminucion del riesgo cardiovascular (144).
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La vitamina B12 o cobalamina es una vitamina hidrosoluble necesaria en la
actividad cerebral y por tanto fundamental en la cognicion, lo que la hace

especialmente importante en poblaciones por encima de los 50 afios (145).

1.4.2. Homocisteina

La Homocisteina es un aminodcido muy relevante relacionado con el estrés
oxidativo y el dafio celular, relacionada con enfermedades del SNC vy
cardiovasculares. Existe una estrecha relacion entre este compuesto, la vitamina
B12 y el deterioro cognitivo. Asi pues, una hiperhomocisteinemia conlleva muerte
neuronal por un mecanismo neurotoxico relacionado con el estrés oxidativo muy

frecuente en la EA (146, 147).
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Figura 4. Estructura quimica de la homocisteina (148).

De esta manera, un consumo elevado de frutas y verduras esta
inversamente relacionado con el riesgo cardiovascular y cerebrovascular a través

de la disminucion de la homocisteina plasmatica (149).
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1.4.3. LDL Oxidada

La oxidacion de la particula de LDL es un proceso complejo en el cual la
proteina 'y los lipidos constituyentes de esta lipoproteina sufren

cambios oxidativos originando productos complejos (150).

Ademas, la LDL oxidada es determinante en la iniciacion y la progresion de
la aterogénesis caracterizada por una inflamacidon crénica, la acumulacién de
lipidos y modificaciones de las células vasculares en la pared arterial. A diferencia
de las LDL nativas, las LDL oxidadas no son reconocidas por los receptores de LDL
y son captadas por las células vasculares. Este proceso lleva a la acumulacién de
colesterol en la pared vascular originando las células espumosas, caracteristicas de
la lesion aterosclerdtica (151).

A través de numerosos estudios realizados organismo (152), se ha
comprobado como mediante el consumo en diferentes concentraciones de
alimentos como el aceite de oliva, se reducen los fendmenos de oxidacion de las
LDL (153).

En pacientes con estenosis arterial carotida (CAS), se suplemento a los
pacientes con zumo de granada durante uno a tres afios y se evalud el efecto de
inhibicion de las LDL oxidadas y la disminucién de signos de aterosclerosis,
obteniéndose unos resultados muy positivos (154).

Igualmente, la suplementacion con un extracto de cacao podria ser
determinante para lograr una reduccién de LDL oxidada en poblacién obesa (155),
al igual que en ciclistas (156).

El mecanismo de accién de los polifenoles sobre la LDL oxidada es a través
del acido procatequidico (PCA), un metabolito intermedio de polifenoles que ejerce

actividades antiapoptoticas, antiinflamatorias y antiescleroticas (56).
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En adultos jévenes también se ha asociado la disminucion de los niveles

plasmaticos de LDL oxidada con el consumo de fruta y verdura (157).

1.4.4. Inmunoglobulina A

La IgA es el anticuerpo responsable de la inmunidad en la mucosa
intestinal. Se han realizado estudios que relacionan dietas ricas en polifenoles y el
nivel de IgA (158) y otros relacionado el ejercicio fisico intenso y la inflamacion
asociada a éste (75).

También se ha estudiado en modelos animales, determinando que los
polifenoles presentes en el cacao pueden influir en el estado inmunitario mediante
la concentracion de IgA intestinal y la composicion de la microbiota (159).

Sin embargo, cuando se compara la concentracion de IgA salival y
plasmatica en diferentes patrones dietéticos, no se encuentran diferencias. Asi se
demostrd en el afio 1994, cuando se compararon estos niveles con cambios en la

dieta a una dieta vegetariana (160).

Monomero IgA
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Figura 5. Estructura quimica de la IgA (148).
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Los polifenoles del té provocan un aumento de la IgA. Este aumento
provoca la disminucién de las afecciones alérgicas y las funciones inmunes en
general (161). Igualmente, se ha demostrado la influencia de la quercetina en la
concentracion de IgA, neutrdfilos y macréfagos (23).

Por otro lado, cuando se aportan proantocianidinas de ardndanos a sujetos
con patologias digestivas donde la funcion linfoide esta alterada, ésta se normaliza

(162).

1.4.5. Hormonas tiroideas (TSH, T3, T4)

La hormona TSH o Tirotropina es la hormona producida por la hipofisis
que actia como estimulante de la glandula tiroidea, promoviendo la secreciéon de
T3 y T4 y su liberacion a sangre. Estas hormonas intervienen en la regulaciéon de
numerosas funciones vitales como el crecimiento, el metabolismo, la regulacion de
la temperatura corporal o el ritmo cardiaco (163).

La T3 aumenta los niveles de serotonina en corteza cerebral, interviniendo
asi en la funcion cognitiva (164).

El consumo de flavonoides (165) favorece la biosintesis de T3 y T4 sin variar
la producciéon de TSH o incluso con una disminucion de la misma (25) y la
produccién de tiroperoxidasa (TPO), enzima clave en la produccion de hormonas
tiroideas. Igualmente, la quercetina inhibe el crecimiento de las células tiroideas
segun algunos autores, en asociacion con la inhibicién de la enzima de regulacion
de la insulina. Esta accion también se produce por la reduccion del ARN modulado

por la TSH y la inhibicion de la absorcion de Ioduro (166).
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Figura 6. Ciclo de produccion de hormonas tiroideas (167).

En el mismo sentido, se ha puesto de manifiesto que la naranja o el platano
tienen efectos antitiroideos por inhibicion de la peroxidasa tiroidea (129),
principalmente por el incremento de dopamina observado tras la ingesta de
platano (168).

Sin embargo y en otro sentido, otros autores destacan la naturaleza
tiroestimulante de otras frutas y verduras. Asi, el consumo de meldn, sandia o

mango, supone una estimulacion de las hormonas T3 y T4 (169).
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1.4.6. IL-6, FNTq, Proteina C Reactiva

La IL-6 es una citocina con actividad proinflamatoria secretada por
macrofagos y muy presente en enfermedades inflamatorias crénicas, que se secreta
en respuesta a factor de necrosis tumoral (FNTa), otra citocina que también activa
la sintesis de la Proteina C Reactiva.

Diferentes estudios de intervencion relacionan estos marcadores de
inflamacion con el consumo de polifenoles mediante vino tinto (170), preparado de
grosella negra (171) o fresas (172).

Los niveles de estos marcadores se encuentran elevados en enfermedades
inflamatorias cronicas y en pacientes con riesgo cardiovascular (74, 173),
asociandose al estado inmunitario (174) y en situaciones de estrés psicologico (33),
disminuyendo en todos estos casos con el consumo de diferentes extractos de
polifenoles

También se han asociado por otro lado estos marcadores como FNTa y
proteina C-reactiva (PCR) con enfermedades neurodegenerativas como EA (49)
donde se evidencia un deterioro cognitivo, enfatizando la relacién entre
inflamacion y dafio neuronal (58).

En este mismo sentido diversos autores han establecido una fuerte relacién
entre inflamacién y cognicién a través de los niveles del receptor 1 del factor de
necrosis tumoral soluble (sSRFNT1) (90), estando todos los marcadores descritos
anteriormente muy relacionados (175), en pacientes oncoldgicos (176), con
enfermedad de Parkinson (177) o en el deterioro cognitivo mediado por hepatitis

C (178), asociandose incluso al desarrollo de demencia (179).
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1.4.7. Catecolaminas (Cortisol, Epinefrina, Noradrenalina y Dopamina)

El cortisol es una hormona esteroidea, producida por la glandula
suprarrenal, que se libera en situaciones de estrés. Numerosos estudios han
relacionado el nivel de cortisol con el consumo de diferentes alimentos (180)
afirmando algunos autores que dietas pobres en frutas y verduras se relacionan con
desarrollo de enfermedades como la EA, al perturbar el ciclo circadiano de
secrecion de cortisol y la pobre calidad del suefio (105), estrés y depresion (101, 110)

o relacionado con estrés oxidativo en deportistas (156).

O

Figura 7. Estructura quimica del cortisol (181).

La norepinefrina o Noradrenalina es una catecolamina vinculada al estrés
como sucede con el cortisol y funciona como neurotransmisor como el resto de
catecolaminas o como hormona. Las antocianinas actiian como moduladores de las
catecolaminas que se ven aumentadas en situaciones de estrés (182). La
norepinefrina mejora la atencidon o percepcion selectiva, alerta, despertar y se ve

aumentada en estas situaciones (183).
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Figura 8. estructura quimica de la Norepinefrina (184).

En estudios en los que se suministra extractos con alto contenido en
polifenoles se relaciona la disminucién de marcadores de estrés oxidativo y la
excrecion de catecolaminas en nifios con TDA, que anteriormente al consumo de
estas sustancias eran superiores (185).

Ademads, el metabolismo de las catecolaminas supone una fuente
importante de generaciéon de estrés oxidativo porque promueve la formacién de
gran cantidad de radicales superéxido que pueden causar dafio a proteinas y
lipidos de membrana (186), viéndose reducidos en aquellos sujetos a los que se les
suministran antocianinas como (182).

A nivel nutricional, se han comparado patrones dietéticos ricos en frutas y
verduras con otros con elevado consumo de sal, azucares, alcohol, relacionando
factores de riesgo cardiovascular y niveles de cortisol y norepinefrina, siendo esta
relaciéon inversa (24).

Por otro lado, las antocianinas inhiben la monoaminoxidasa (MAQO), enzima
que oxida la norepinefrina y da lugar a enfermedad neuroldgicas a través de esta
via (73, 187).

También se ha demostrado la disminucién de los efectos del deterioro

cognitivo provocado en EA en el consumo de una dieta rica en polifenoles y la
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modulacién de los niveles de catecolaminas y su funciéon como neurotransmisores
(188).

Por altimo, los polifenoles del té verde presentan efecto inhibitorio sobre la
absorcion de dopamina, otro neurotransmisor precursor de la adrenalina y
noradrenalina (189), quedando demostrado que se incrementan, al suministrarse
preparados con alta concentracion de determinados flavonoides como quercetina

o kaempferol (101, 190).

HO NH

HO

Figura 9. Estructura quimica de la dopamina (184).
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II - JUSTIFICACION

En muchos casos, la poblacion no sigue las recomendaciones sugeridas por
la OMS y la comunidad cientifica en cuanto a habitos de vida y nutricionales, sobre
todo en cuanto al consumo de fruta y verdura y es una de las causas del aumento
de enfermedades que podian prevenirse cambiando estos hdbitos (191). Los
polifenoles de la fruta y la verdura constituyen una fuente fundamental de aporte
de antioxidantes que neutralizan ERO disminuyendo por tanto el estrés oxidativo
(60, 72).

Ademas, debido al envejecimiento progresivo de la poblacién en paises
desarrollados y otros factores como los alimentarios y habitos de vida, se esta
produciendo un aumento acelerado de enfermedades neurodegenerativas,
teniendo como principal exponente la EA, cuya prevalencia se dobla cada 20 afos.
Debido al impacto y al coste social que genera la EA y otras demencias, se han
realizado muchos estudios y trabajos de investigacion en torno a la relacién entre
el consumo de fruta y verdura como aporte de antioxidantes que disminuya el dafio
oxidativo a nivel cerebral, estableciéndolo como medio de intervencién no
farmacologica de la enfermedad (127, 192).

El aumento del consumo de fruta y verdura, provoca un aumento del flujo
cerebrovascular mejorando la plasticidad sindptica y la sintesis de proteinas que
intervienen en los procesos de transcripcion de un gen que estd implicado en los
procesos de memoria (193).

La poblaciéon sana no anciana ha sido objeto de pocos estudios de
intervencion que relacionen el consumo de fruta y verdura y las funciones
cognitivas en comparacion con poblacion enferma, siendo este grupo de poblacion
quien tiene mayores necesidades cognitivas debido a su etapa de desarrollo (121,
122, 128).

Por otro lado, existe la necesidad en el mercado de complementos
alimenticios que de una manera rapida y sencilla puedan aportar gran cantidad de

antioxidantes ademas de para mejorar las funciones cognitivas en la poblacion,
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reducir el coste en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas en un
futuro (102).

Aunque hay evidencia cientifica de efecto positivo de determinados
polifenoles en la cognicion, no hay estudios suficientes que evaltien el efecto

sinérgico de la combinacion de multiples de ellos.
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III - OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de un extracto a base de frutas y verduras frente a placebo en la
funcién cognitiva y su relacion con marcadores bioldgicos y capacidad cognitiva

en voluntarios sanos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto del consumo del extracto en el estudio sobre la funcion
ejecutiva (planificacion, velocidad de procesamiento y fluidez en respuesta

motora).

Determinar del efecto del extracto sobre memoria de trabajo.

Evaluar el efecto del consumo cronico del extracto sobre la atencion sostenida.
Evaluar la variacion plasmatica de los marcadores de estrés oxidativo.

Evaluar la variacion en la concentracion plasmatica de neurotransmisores

relacionados con la funcioén cognitiva.

Evaluar la variacion de los niveles plasmaticos de vitaminas con funcién

antioxidante, asi como el efecto protector de la homocisteina.
Evaluar posibles variaciones en marcadores de estado inmunitario.

Evaluar la posible variacidn en la concentracion plasmatica de hormonas tiroideas.
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IV - MATERIAL Y METODOS

4.1. SELECCION VOLUNTARIOS

4.1.1. Fase de reclutamiento

Para la realizacion del estudio, se realizé una difusién a través de los medios
existentes en la Universidad Catdlica San Antonio de Murcia, como son carteles
informativos (Anexo I), difusién a través de los departamentos de enfermeria,
farmacia y medicina, correos electronicos de participantes en estudios anteriores,
donde se realizan los test y las extracciones de sangre para la realizaciéon de la

bioquimica. Esta fase se inicia un mes antes del inicio de la fase experimental.

4.1.2. Fase de seleccion

Los voluntarios interesados cumplimenten una encuesta de habitos
dietéticos y de vida (Anexo I). Los sujetos fueron examinados y entrevistados
previamente al comienzo del estudio para determinar su idoneidad con los criterios

de inclusién/exclusion.

4.1.3. Criterios de inclusion

e Haber firmado consentimiento informado.

o Indice de masa corporal >18.5 y < 35 Kg / m2.

e No padecer enfermedad cronica.

e No consumir mas de 3 piezas de fruta o verdura al dia.

e >]8 anosy <65 anos.
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4.1.4. Criterios de exclusion

Fue motivo de exclusion del ensayo clinico la presencia, de al menos uno, de

los siguientes criterios:

e Estar bajo tratamiento médico o farmacoldgico (multivitaminicos o
cualquier otro).

e Alergiaala fruta y/o la verdura.

e Estar bajo dieta, Vegetarianos o veganos.

e Ser fumador.

e Consumir mas de 3 vasos de alcohol (vino o cerveza) al dia.

e Embarazo.

e Haber sido sometido a cirugia mayor en los ultimos 3 meses.

e Sueno irregular o insuficiente.

e Haber donado mas de 0,5 L de sangre en el tltimo mes.

4.2. FASE PREVIA DE ESTUDIO

4.2.1. Descripcion de la muestra a estudio

Inicialmente se seleccioné un total de 117 voluntarios, de los cuales
cumplian los criterios de inclusiéon un total de 108. De los 108 que iniciaron el
estudio causaron baja durante el mismo 16, con lo que el niimero final de sujetos
fue de 92. La distribucién por sexo de la misma fue de un 51,09% hombres (47) y
48,91% mujeres (45). En cuanto a las edades, el menor de 19 afios y el mayor de 63

y el promedio de 32,74 afos.
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4.2.2. Diseno del estudio

El tiempo de consumo de producto fue de dos periodos de 16 semanas cada
uno de toma interrumpida de cada uno de los productos asignados de manera
aleatoria (producto o placebo) con un periodo de lavado entre ambas de 4 semanas.

Durante la fase experimental cada sujeto realizé un total de 4 visitas durante
todo el periodo de investigacion, siempre de 8:40 a 9:30 en ayunas de 12 h y sin
haber consumido ningtn tipo de antiinflamatorio ni haber realizado actividad

fisica en las 24 h anteriores.

Figura 10. Visita a la unidad para la extracciéon de sangre

Para la realizacién de las visitas se establecieron 5 grupos de manera
aleatoria correspondientes a los 5 dias laborables de la semana, en la que se

realizaron todas las extracciones y los voluntarios realizan los test cognitivos en el
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mismo dia de la visita a la unidad para la extraccién de sangre para las
determinaciones bioquimicas.

La organizacion personal, cronologica y emocional de los test realizados fue
determinante, habiéndose realizado en orden, siempre el mismo test a la misma
hora, en cada repeticion y aplicado a todos los individuos. Ademas, las mujeres se
encontraban en las mismas condiciones estrogénicas.

Dada la naturaleza del producto y del estudio, no se requirid el
establecimiento de una medicacion de rescate. Cualquier tratamiento
farmacologico o no, que se realizé durante el periodo de seguimiento se registro en

el cuaderno de recogida de datos (CRD9.

Reclutamiento (N=117)

Inicio del estudio (N=108)

Inicio_ _
Placebo Producto
(N2=55)

Producto Placebo
(N2=48)

Figura 11. Esquema de disefio del estudio
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4.2.3. Método de aleatorizacion

A cada sujeto que participo en el estudio se le asignd un cédigo que le hizo

pertenecer a uno de los dos grupos de estudio.

Tanto los investigadores como el propio participante desconocieron el
grupo al que pertenecieron. Para ello se preparé una hoja de aleatorizacién
marcada como A o B, con la que se determinaba a cada una de ellas un producto

experimental o un producto placebo.

4.2.4. Técnica de enmascaramiento y ciego

Como control, se seleccion6 un placebo de idénticas caracteristicas
organolépticas, y del mismo aspecto que el producto en investigacion. Ambos

elaborados por el promotor.

Puesto que los productos fueron idénticos y la asignaciéon al grupo de
seguimiento también fue ciega, no fue necesario ningun tipo de mecanismo de
enmascaramiento. Los envases del producto del estudio fueron marcados con una
etiqueta que los identificé como pertenecientes al grupo A o al grupo B y el codigo

de cada voluntario.

La aleatorizacion se realizd por un investigador, ajeno a la unidad de
investigacion, de manera ciega, de forma que cada uno de los participantes y el

investigador desconocia cual fue el producto (experimental o placebo) que recibid.

Siguiendo el plan de aleatorizacion, el tratamiento correspondiente se
proporciond al participante bajo la supervision del personal investigador, quien
anotd en el apartado pertinente del CRD el tratamiento asignado. Puesto que el

tratamiento lo tomaron los voluntarios en su domicilio, el control del cumplimiento
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se realizd mediante la devolucién de todos los envases llenos, de esta forma el
cumplimiento del tratamiento fue verificado por el equipo de investigacion
mediante la contabilidad del producto en investigacion/placebo, sin usar, que fue
devuelto.

El investigador principal mantuvo un archivo con las fechas, cantidades,
cédigo de lotes del producto en investigacion /placebo entregado y sobrante

recogido en cada fase.

4.2.5. Criterios de retirada y analisis de los mismos

La participacion en el estudio ha sido en todo momento voluntaria, los
sujetos pudieron abandonar el mismo sin que fuese necesario especificar las

razones para hacerlo y sin sufrir ninguna desventaja personal.

Asi mismo, se pudo retirar a un sujeto del estudio si se consideraba que no
podia cumplir con la totalidad de los requisitos del mismo o si alguno de los
procedimientos se considera nocivo para el sujeto. Algunos de los acontecimientos
a tener en cuenta fueron: violaciones del protocolo, decision facultativa, renuncia

del individuo a continuar en el estudio, pérdida del seguimiento.

En el momento en el que se produjo un abandono, queddé debidamente
recogido en su CRD. Los sujetos que abandonaron el estudio quedan reflejados en

el diagrama de flujo de los resultados.

4.2.6. Perdidas pre-aleatorizacion

Se consideraron pérdidas pre-aleatorizacion aquellas que ocurrieron en los

sujetos antes del comienzo del consumo del producto, pero que previamente
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fueron seleccionadas para llevar a cabo el ensayo. Estas pérdidas pueden ser por

decision del investigador o por el abandono del sujeto de forma voluntaria.

También han quedado registradas convenientemente en el correspondiente

CRD vy detalladas en el diagrama de flujo.

4.2.7. Comité de ética

Una vez elaborado el protocolo del presente estudio de investigacion, fue
enviado al Comité de Etica de la Universidad Catélica de Murcia para su

aprobacion.

4.3. CONFIDENCIALIDAD

El estudio se realizo siguiendo las Normas de Buena Practica Clinica y las
condiciones que deben regir los estudios de investigacion con humanos que se

delimitan en la Declaracién de Helsinky.

Se mantuvo en todo momento los niveles mas altos de conducta profesional y
confidencialidad de todos los datos recogidos concernientes al estudio. Se cumplio
con la legislacién nacional y europea vigente sobre proteccion de datos de caracter
personal (Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos
Personales y garantia de los derechos digitales y Reglamento (UE) 2016/679 del
Parlamento Europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 relativo a la proteccion
de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de datos personales y a la
libre circulacién de estos datos). De acuerdo a lo que establece la legislacion
mencionada, el participante pudo ejercer los derechos de acceso, modificacion,
oposicién y cancelacién de datos, para lo cual tnicamente debidé dirigirse a su

médico del estudio.
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La identidad de los sujetos se codificd en los documentos del estudio y sélo
personal debidamente autorizado tuvo acceso a los datos personales identificables
en momentos donde los procedimientos de verificacion de datos exigian la
inspeccién de dicha informacion. Todos los datos consignados en los CRD fueron
tratados de forma confidencial y siempre con el codigo del paciente, al igual que en
los resultados del estudio y en las publicaciones derivadas del mismo, donde no

apareceran nunca sus datos personales.

4.4. FASE EXPERIMENTAL

4.4.1. Extracciones de sangre para bioquimica

A los voluntarios se les practicé una extraccion de sangre de la vena antecubital
en diferentes tubos, con EDTA o heparina. La sangre fue centrifugada a 3500 r.p.m.

durante 10 min. a temperatura ambiente para obtener plasma.

Las muestras de plasma fueron recogidas en la misma mafana en cada

extraccion y eran procesadas por el laboratorio en Laboratorios Munuera S.L.
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Tabla 2. Acciones de seguimiento en cada visita a la unidad

Seguimiento VP Vi V2 V3 V4

Consentimiento informado X
Criterios de inclusion y exclusion

incluido IMC (indice de masa corporal)
Anamnesis detallada. Encuesta X
dietética

Aleatorizacion X
Entrega de producto/placebo

Extraccion de sangre

Bioquimica en plasma sanguineo

Tests

Adherencia a la investigacion

X X X X X X
X X X X X
X X X X X X

Efectos adversos

V: Visita. VP: Visita previa

Figura 12. Extraccion de plasma centrifugado en alicuotas para
determinaciones bioquimicas

X X X X X
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4.4.2. Producto

El producto sometido a ensayo contiene mezcla homogeneizada de zumo y
pulpas deshidratados de uva y bayas, frutas y verduras (56 %) en proporciones
variables de manzana, zanahoria, uva concord, granada, naranja, pifia, arandano
azul, arandano rojo, arandano rojo americano, mora, col, ajo, mirtilo, citricos,
mango, frambuesa, acerola, melocotdn, datil, perejil, brécoli, espinacas, col rizada,
tomate, baya de satico, grosella negra, ciruela, remolacha, agente de recubrimiento
(pululano), cacao en polvo, extracto de té verde, mezcla de tocoferoles, raiz de
jengibre en polvo, ascorbato de calcio, extracto de hoja de alcachofa, extracto de
semillas de uva, salvado de arroz, espirulina en polvo, antiaglomerante: dioxido de
silicio, sales magnésicas de acidos grasos, extracto de citricos, luteina, beta-
caroteno, licopeno, astaxantina y maltodextrina.

La mezcla estd encapsulada en una cdpsula de gelatina de color blanco.
Cada envase presenta un minimo de capsulas para consumo de cuatro meses (cada
periodo de consumo), con una dosis de 6 capsulas diarias, 3 por la mafiana antes
del desayuno y 3 por la tarde antes de la cena.

El producto se ha desarrollado en la planta central de Juice Plus company,
LTD ubicada en Collierville, TN 38017, Estados Unidos.

Este producto comercial es uno de los nutracetticos disponibles en el
mercado desde hace mas de 30 afios que ha demostrado su eficacia y
biodisponibilidad en numerosos estudios realizados (194), a nivel de mujeres
obesas premenopatsicas (5) cirugia periodontal (47) y en inflamacién (140) o con
niveles de homocisteina en plasma y su relacidon con otros marcadores plasmaticos
(149). También se ha relacionado el estrés oxidativo y la inmunidad (174).

En caracterizacién polifendlica realizada con cromatografia liquida y

espectrometria de masas, el producto presenta un total de 119 compuestos



CAPITULO IV: MATERIAL Y METODOS 83

polifendlicos que pertenecen a diferentes clases fendlicas, flavonoles como
kaempferol y quercetina y antocianinas y flavonoles (194).

El consumo de 6 capsulas diarias en este estudio es el consumo habitual en
otros estudios de intervencion que se han realizado con anterioridad (195) y supone

una cantidad de 600 mg de compuestos fenolicos diarios.

4.4.3. Placebo
El placebo tiene la misma presentacion y posologia que el producto, siendo
el encapsulado idéntico y aspecto similar para evitar su diferenciacion por parte de

los sujetos y el personal investigado y fue compuesto de colorante verde, sacarosa.

Figura 13. Envases de producto y placebo identificados para
voluntario, previo a su entrega.
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4.5. TEST

4.5.1 Test Stroop

El test Stroop de Colores y Palabras se desarrolld a partir de investigaciones de
varios psicologos de la escuela experimental que observaron ante la capacidad de
nombrar los colores, una mayor rapidez que en la identificacion de los mismos.
Ligon (1932), consider6 que este suceso era debido a elementos organicos. Por su
parte, Stroop (1935), consider6 que la diferencia entre la realizacion de ambas
tareas, era consecuencia de una asociacion entre los colores y una cantidad de
respuestas conductuales variadas, mientras que las palabras, solo tienen asociacion
con la lectura, por lo tanto, con una tnica respuesta conductual.

Se trata de una de las pruebas clasicas mas utilizadas en investigacion y
evaluacion neuropsicologica como medida de la funcion ejecutiva y atencional, de
aplicacién individual. Desde un punto de vista clinico, tiene como finalidad la

deteccion de problemas neuroldgicos y cerebrales.

Figura 14. Test de Stroop antes de ser realizado por un voluntario
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La version empleada actualmente es la normalizada por Golden en 1975
(80). Para la correccién se emplean dos métodos principales de puntuacion: 1)
tiempo que tarda el sujeto en completar 100 elementos, y numero de elementos
realizados en un lapso de tiempo (45 segundos). En el test se obtienen tres
puntuaciones principales:
e Puntuaciones de P: numero de palabras leidas en la 1° pagina del test
(pagina de leer palabras).
e Puntuaciones C: Numero de elementos realizados en la 22 pagina (pagina
de nombrar colores).
e Puntuaciones PC: Numero de elementos realizados en la 3% pagina (pagina

de color-palabras)

Los errores no se punttian, pero conllevan a puntuaciones mas bajas puesto
que el sujeto tiene que repetir el elemento en el que se ha equivocado.
Una vez obtenidas las puntuaciones directas de cada parte (P, C y PC), hay

que transformarlas a PT usando la correspondiente tabla de baremos.

4.5.2. Tesen (Test de los senderos)

Se trata de una prueba de aplicacién individual para evaluar el
funcionamiento ejecutivo de jovenes y adultos mediante una tarea de planificacién
visomotora. Estd compuesto por 4 pruebas que permite evaluar una amplia
variedad de funciones ejecutivas, como son, la capacidad para planificar, la
memoria de trabajo, la flexibilidad mental, la alternancia, la atencion sostenida, la
memoria prospectiva, la velocidad del procesamiento perceptivo y la fluidez de la
respuesta motora.

Dadas sus caracteristicas, el TESEN puede ser utilizado con algunas de las

siguientes finalidades:
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. Determinacién de la eficiencia del funcionamiento ejecutivo en ambitos
laborales, educativos, sociales, etc.
J Determinaciéon de la eficiencia del funcionamiento ejecutivo en muestras

clinicas que presenten algtn tipo de alteracion neurocognitiva.

. Investigacion de las diferencias individuales en muestras de poblacion
normal.
J Determinacion de la existencia de posibles perfiles que definan cada una de

las patologias neuropsiquiatricas.
. Control evolutivo de las personas que recibiendo tratamiento de
rehabilitacion neuropsiquiatrica.

Para las correcciones el TESEN esta compuesto por 4 pruebas (senderos) de
dificultad creciente. En el sendero 1, el sujeto debe unir consecutivamente los
numeros numerados del 1 al 25 siguiendo un orden ascendente. En el sendero 2,
debe realizar el mismo proceso que en el 1 pero siguiendo un orden descendente
(del 25 al 1). En el sendero 3, debe unir consecutivamente los circulos numerados
en un orden creciente (del 1 al 20), alternando el color de los mismos (azul-
amarillo). En el sendero 4, debe hacer lo mismo que en el 3, pero en este caso
alternando figura geométrica (circulo-cuadrado).

En cada uno de los senderos, se registran 3 parametros diferentes:

1. Tiempo de ejecucion.
2. Uniones correctas.
3. Errores cometidos de secuencia de figuras atravesadas y de alternancia.

Con respecto a la correccion, el test consta de 3 puntuaciones para cada uno
de los senderos:
1. Puntuacién de velocidad: refleja la capacidad de resolver tareas que

requieren un control atencional y ejecutivo creciente.
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2. Puntuacién de precision: refleja el nimero de aciertos y errores que comete
el sujeto durante la realizacion de cada sendero.

3. Puntuacién de ejecucion: refleja la eficiencia con la que la persona evaluada
ha realizado la tarea tomando en consideracion la velocidad y la precision. En este
caso, permite apreciar los diferentes patrones de respuesta teniendo en cuenta estas
dos variables.

Por ultimo, se obtiene una puntuacion total de ejecucién que se resume el
rendimiento del sujeto en las diferentes pruebas realizadas que demandan la
puesta en marcha de los procesos atencionales y ejecutivos de dificultad creciente.
Las puntuaciones directas de cada parametro, son transformadas a decatipos y

percentiles, los cuales vienen recogidos en los correspondientes baremos.

4.5.3. Test RIST

El test RIST aparece ante la necesidad de utilizar pruebas de screening de
inteligencia general para la identificacion de sujetos que puedan necesitar una
evaluaciéon mdas completa de aspectos intelectuales y cognitivos. Son multiples y
variadas las situaciones en las que es necesario aplicar pruebas de inteligencia
breves para valorar déficits, problemas intelectuales, patologias comdrbidas que
pueden conllevar dificultades en el aprendizaje o, por el contrario, deteccién de
altas capacidades y sobredotacion. El RIST no permite obtener diagnodsticos
clasificatorios, sino indicadores de riesgo de deterioro intelectual, para, a partir de
ahi, valorar la necesidad de seguir o no con los protocolos de actuacion, debido a
la presencia de niveles bajos de desarrollo cognitivo.

El test de RIST mide riesgo de problemas de inteligencia debido a un bajo

nivel de desarrollo cognitivo, asi como posibles rasgos de sujetos con altas
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capacidades y superdotados y consta de dos pruebas (Adivinanzas y Categorias)
que se aplican de manera sucesiva al sujeto evaluado.

Para su correccidn las puntuaciones directas obtenidas en las pruebas, se
trasladan a PT de acuerdo con la tabla de baremos correspondiente al test. Las PT
se suman y se calcula el indice RIST, empleando igualmente el baremo
correspondiente. Esta puntuacion global es la que se tomara en consideracion para
tomar la decisiéon del screening. Por ultimo, también pueden obtenerse los

intervalos de confianza al 90% y al 95% del percentil.

4.6. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS EN PLASMA

Se realizaron las siguientes determinaciones bioquimicas de marcadores de
estrés oxidativo: FNT (pg/ml), sSRFNT1 (ng/ml), PCR (mg/l), LDL Oxidada (ng/ml)
y Homocisteina (mcm/l); de vitaminas: Vitamina E (mcg/ml) y Vitamina B12
(pg/ml); de catecolaminas: Cortisol (mcg/L), Noradrenalina (pg/ml), Adrenalina
(pg/ml) y Dopamina (pg/ml); hormonas tiroideas: T3 (mcg/L), T4 (mcg/ml) y TSH
(mU/1); y como indicador de estado inmunitario la Ig A (mg/dl).

El factor de necrosis tumoral y su receptor se determinaron mediante ELISA
competitivo (marca DRG diagnostics) con placa de micropocillos con anticuerpos
monoclonales de anti-FNTa humano.

La Proteina C-Reactiva se analizé mediante inmunoensayo turbidimétrico
(PETTA) medido a 340 nm.

La LDL oxidada se determiné mediante ELISA de alta sensibilidad, con
lecturas en espectrofotdmetro a 450 nm. Los niveles de homocisteina se midieron
en un analizador BN ProSpec ® (de acuerdo con el protocolo suministrado en el kit

de Siemens N Latex HCYOPAX 03).
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El contenido en vitamina E se determiné por HPLC, empleando un
cromatografo marca JASCO (PU-980 Intelligent HPLC-Plus) con una columna
Betasil-C18, tamafio de particula 5 um, 250 mm X 4,6 mm, conectada a un detector
de fluorescencia marca JASCO (FP-920 Intelligent Fluorescense Detector). Se utilizé
como fase mévil metanol: acetonitrilo (60:40) con un flujo de 0,7 ml/min.

La determinacion de vitamina B12 y las hormonas T3, T4 y TSH se
realizaron mediante inmunoensayos comerciales mediante equipo automatizado
Centaur XP Siemens Diagnostics (Siemens Healthcare S.A.)

La cuantificaciéon del cortisol en plasma se realizd mediante Técnica de
quimioluminiscencia con inmunoensayo Immulite 2000 (DPC, Gwynedd, R.U.
Las catecolaminas fraccionadas fueron determinadas mediante HPLC con flujo:
0.5mL/min, T° 35°C, sensibilidad: 20, potencial: 0.7, fase movil: acetonitrilo-agua,
fase reversa C18.

Para la cuantificacion de los niveles de IgA se empled técnica de

turbidimetria con Monolab test.

4.7. ANALISIS ESTADISTICO

Se nombrd un técnico de apoyo a la investigacion cuya principal funcion
fue asegurarse de que el estudio se hubiera realizado conforme a lo exigido en el
protocolo. Reviso los datos recepcionados del laboratorio y obtenido de la
correccion de los test y se comprobaron que todos los datos eran correctos.

Los datos de todas las variables bioquimicas y de test fueron introducidos
en una base de datos creada a tal fin y dotada de margenes de seguridad y normas
de coherencia interna, tras lo cual se repasaron los casos que presentaron valores
anomalos o incoherentes. Al finalizar del estudio se procediéo a su andlisis

estadistico.
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Todos los analisis se realizaron a partir de una inica muestra de pacientes
valorables que incluyd todos aquellos pacientes que cumplian los criterios de

seleccion.

4.7.1. Metodologia estadistica

4.7.1.1. Estudio descriptivo de las variables

Se realiz6 un anadlisis descriptivo (media y desviacion estandar) de todas las
variables en estudio, tanto de las condiciones basales de cada una de ellas como de
su evolucion. Este andlisis se realizo para el grupo total de individuos que
participaron en el estudio tanto en periodo de consumo de placebo como de

producto.

4.7.1.2. Estudio comparativo entre grupos en estado basal

La homogeneidad de la poblacién en el estado basal con respecto a variables
demograficas, antecedentes médicos y otros parametros clinicos también fueron
analizados. Para las variables cuantitativas se desarrollaron comparaciones de t-
Student entre las dos ramas del estudio. Las variables cualitativas fueron
analizadas mediante test de homogeneidad basados en la distribucion Chi-
cuadrado cuando los valores esperados lo hicieron posible y mediante test exactos

de Fisher en caso contrario.

4.7.1.3. Evolucion de las variables

Para analizar las diferencias entre los grupos (experimental y control) en la
evolucion de las distintas variables se ha realizado un analisis de varianza para
medidas repetidas con un factor intrasujeto (tiempo: basal y al final para cada rama

a estudio) y un factor intersujeto (producto: producto experimental y producto
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placebo). De esta manera establecimos diferencias en cada una de las variables
analizadas, atendiendo a estos factores. Para el analisis post-hoc se realizd test de
Bonferroni. Se realizaron las comparaciones para aquellos efectos significativos con
la opcion de asumir o no igualdad de varianzas.

En el conjunto de pruebas estadisticas el nivel de significacion utilizado fue

de 0,05. El andlisis estadistico se llevo a cabo con el software informatico SPSS 24.
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V - RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. EVOLUCION DE LAS PUNTUACIONES EN EL TEST STROOP

Se compararon los resultados en puntuaciones tipicas (PT) de cada variable
(P, C y PC) realizada en test de Stroop para cada grupo a estudio (placebo y
producto) en cada tiempo inicial y final: PI (placebo inicial), PF (placebo final), PDI
(producto inicial) y PDF (producto final). En la tabla 3 se expresan los resultados
junto a las desviaciones estandar de niimero de palabras leidas (P), niumero de
elementos realizados en la pagina de nombrar colores (C) y la combinacién de

palabras y colores (PC).

Tabla 3. Evolucion de resultados obtenidos en el tiempo en test Stroop con

producto y placebo
TEST STROOPP = TEST STROOPC = TEST STROOP PC
(PT) (PT) (PT)
PI 46,12 +7,60 49,39 + 8,66 49,40 + 8,68
PF 45,86 + 6,06 49,74 + 6,03 50,96 + 6,61
PDI 45,71 +7,81 49,07 + 8,63 49,11 + 8,57
PDF 49,91 +7,05 52,63 +9,41 53,78 +7,79

Resultados expresados en puntuacion tipica (PT).

En primer lugar, los resultados obtenidos en las tres variables mostraron
valores por encima de 30 en las PT, evidenciando valores normales para funciones
ejecutivas y flexibilidad cognitiva atencional, no existiendo dafo neuroldgico en
ninguno los voluntarios que se sometieron a los test.

Al realizar la comparacion entre las fases iniciales y finales en el consumo

de producto se comprobd que hay diferencias en las tres variables y que los sujetos
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fueron capaces de leer mas palabras en la primera prueba de leer palabras,
concretamente 4,2 de leer mas palabras cuando se trataba de leer colores (3,56 en

este caso) y también cuando habia interferencia semantica en la variable PC (4,67),

y que éstas son estadisticamente significativas (p<0,01 para Py para Cy p<0,06 para
PC), no siendo asi en el consumo de placebo (p=0,783 para P, p=0,744 para Cy para
p=0,166 PC).

Sin embargo, al realizar la comparativa diferenciada por sexos no se
evidenciaron diferencias entre dichos grupos. En trabajos clinicos desarrollados por
numerosos autores con test de Stroop, las diferencias entre sexos no son
significativas, coincidiendo con nuestros resultados (196, 197).

Estos resultados obtenidos prueban que en el caso del consumo de
producto hay una mejora en la velocidad de procesamiento y en la capacidad
atencional de los sujetos. También se produce por tanto una mejora en la inhibicion,
siendo ésta la supresién de respuestas automaticas que resultan inapropiadas para
llevar a cabo una tarea. Otros autores han obtenido resultados similares con
anterioridad con un extracto de melon (82), isoflavonas de soja (198) o con un
extracto de Ginkgo biloba (199).

Asimismo, en un estudio de cohortes publicado en 2015, las personas con
un patrén dietético saludable con alto contenido en frutas y verduras, mostraron
mejores resultados que los que tenian otro patron dietético menos saludable (81).

En el mismo sentido, otro estudio de cohortes similar en Estados Unidos,
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recientemente llegd a conclusiones similares (200). Por el contrario, segun indican
Bleiweiss-Sand y colaboradores (2019), aunque los patrones dietéticos saludables
se traducen en mejores rendimientos académicos, éstos no se pueden relacionar
con mejores resultados en el test de Stroop, segun pruebas realizadas en poblacion

escolar (201).

5.2. EVOLUCION DE LAS PUNTUACIONES EN EL TEST TESEN

Se compararon los resultados en PD de cada variable (velocidad, precision
y ejecucion) realizada en test de senderos (TESEN) para cada grupo a estudio
(placebo y producto) en cada tiempo inicial y final: para PI, PF, PDI y PDF. En la
tabla 4 se expresan los resultados junto a las desviaciones estandar en velocidad de
ejecucién (V), numeros de aciertos y errores (PR) y la combinacién de velocidad y

precision con la ejecucion (E).

Tabla 4. Evolucién de resultados obtenidos en el test TESEN en el
tiempo con producto y placebo.
TEST TESEN TEST TESEN TEST TESEN

A% P E
(PD) (PD) (PD)
PI 402,28 + 53,32 97,74 + 6,27 19,88 + 4,18
PF 393,85 £ 42,77 98,25 +9,03 21,38 +2,28
PDI 406,83 + 54,05 97,26 + 6,43 19,69 + 4,10
PDF 355,68 + 88,92 99,22 +1,55 25,62 £ 5,86

Resultados expresados en PD.

Al comparar los resultados obtenidos en las 3 variables del test de TESEN
por separado, éstos mostraron que habia diferencias entre las fases iniciales y

finales en cuanto al consumo de producto.
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Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0,01) en el caso
de la variable V, no siendo asi en cuanto al consumo de placebo puesto que habia
diferencias, pero éstas no eran estadisticamente significativas (p=0,25). La
disminucién de tiempo en velocidad en la variable V mostré una disminucion muy
acusada (51 segundos) en el consumo de producto frente a placebo, mejorando

claramente la velocidad del procesamiento perceptivo y la fluidez de la respuesta
motora.

En el caso de la variable P que valora la precisién de esta ejecucién también
existia una diferencia importante de casi dos puntos (1,96) y estadisticamente
significativa cuando comparamos el consumo de producto (p<0.01) y placebo
(p=0.68).

Por ultimo, cuando valoramos la diferencia entre producto y placebo entre
las fases finales e iniciales en cuanto a ejecucion, las diferencias fueron muy
importantes. Al ser un producto de las variables anteriores, los resultados fueron
los mismos, aunque mas acusados, existiendo una diferencia de casi 6 puntos (5,93),
siendo estas diferencias estadisticamente significativas para producto (p<0,01), no
siendo asi para placebo (p>0,05).

Al realizar la comparativa diferenciada por sexos no existen diferencias entre
dichos grupos en los resultados.

Los resultados obtenidos en la aplicacién de este test en el estudio de

intervencion han sido en consonancia con los realizados por otros autores
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anteriormente en estudios de intervencion en personas con deterioro cognitivo
leve, donde se ha obtenido una mejora de las funciones cognitivas (202) con
diversos alimentos ricos en flavonoides donde ademas de demostrarse que el
grupo que habia consumido éstos alimentos no sélo mejoraba las puntuaciones de
las pruebas en los test, ésta mejoria era dependiente de la dosis y el tipo de

flavonoide (203).

5.3. EVOLUCION DE LAS PUNTUACIONES EN EL TEST RIST

Se compararon los resultados en PT indice RIST obtenidos en test de
inteligencia RIST para cada grupo a estudio (placebo y producto) en cada tiempo
inicial y final: PI, PF, PDI y PDF. En la siguiente tabla (Tabla 5), se expresan los
resultados junto a las desviaciones estandar del indice RIST final obtenido tras el

calculo.

Tabla 5. Evolucion de resultados obtenidos en el tiempo con
producto y placebo en el test RIST.

TEST RIST
(PT)
PT PI 95,91 £ 16,24
PT PF 98,19 £ 13,82
PT PDI 95,59 + 16,35
PT PDF 110,86 + 10,01

Resultados expresados en PT.

Al comparar los resultados obtenidos en las puntuaciones del test RIST,

éstos mostraron que hay diferencias entre las fases iniciales y finales en cuanto al
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consumo de producto, y que éstas son estadisticamente significativas (p<0,01), no
siendo asi en cuanto al consumo de placebo (p=0,30), Ademas, en el caso del
consumo de producto, las diferencias entre la fase final y la inicial fueron bastante
acusadas (15,27 puntos de diferencia en indice RIST) demostrando que el efecto de
éste mejora sensiblemente la memoria de trabajo.

Al realizar la comparativa diferenciada por sexos no existen diferencias entre

dichos grupos en los resultados.

Estos resultados, del mismo modo que en los test anteriores, han sido
coincidentes con los obtenidos por otros autores en estudios de intervencion
similares para la evaluacion de memoria de trabajo, empleando test de RIST (93),
RVIP (88) o similares (204, 205).

Cuando comparamos los resultados entre los grupos placebo y producto las

diferencias son similares en todas las variables de los distintos test realizados,

siendo ademas estadisticamente significativas (p<0,05), excepto en la variable P del
test TESEN, donde esa diferencia no lo (p=0,347). Estas diferencias son
especialmente acusadas en las variables de velocidad y ejecucion del test TESEN
entre los dos grupos a estudio, mostrando una clara mejora en la eficiencia del
funcionamiento ejecutivo reflejando una capacidad creciente a la hora de resolver
tareas que requieren un control atencional y aunque no varie tan claramente la
variable de precision (P), en la ejecucion también se muestra esta diferencia tan

evidente.
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La diferencia entre grupos muestra también una diferencia en los test Stroop
y RSIT que en el mismo sentido establecen diferencias no solo en mejora de las

funciones ejecutivas sino también en la atencion y velocidad de procesamiento.
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H placebo producto

Figura 15. Evolucién de resultados en las distintas variables de los test entre
grupos placebo y producto en porcentajes de aumento o disminucién. Los
asteriscos indican diferencias significativas.

5.4. EVOLUCION DE LAS VITAMINAS Y HOMOCISTEINA

Al comparar la evolucion de los niveles plasmaticos de vitaminas E y B12 y
el de homocisteina desde el nivel basal al final tanto en la fase de consumo de pla
cebo como la de producto (Tabla 6), éstos han mostrado en el caso de producto un
importante descenso de 1,32 mcm/L para la homocisteina, un aumento poco

relevante en la Vitamina B12 y pequenas variaciones en los niveles de Vitamina E,
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siendo el aumento en el caso del placebo entre la fase final con respecto a la inicial

despreciable y poco significativo en todos los casos.

Tabla 6. Evolucion de resultados obtenidos en el tiempo con producto y placebo
en niveles plasmaticos de vitamina E, vitamina B12 y homocisteina.

VITAMINA E VITAMINA HOMOCISTEINA
(pg/ml) B12 (um/L)
(pg/ml)
PI 13,20 £ 3,33 309,11 £ 85,51 11,75+ 2,21
PF 13,21 + 3,53 314,99 + 82,20 11,07 + 2,92
PDI 13,15 + 3,68 308,41 + 123,51 11,65 + 2,30
PDF 13,20 £ 3,37 333,45+ 115 10,33 £2,17

Niveles expresados en pig/ml para Vitamina E y homocisteina y en pg/ml para
Vitamina B12

Asi, la variacion de niveles ha sido estadisticamente significativa, en este

caso mostrando descenso para homocisteina (p<0,05), comparada con placebo
(p=0,74). Las variaciones en los niveles de Vitamina E han sido muy poco relevantes
tanto para placebo (p=0,98), como para producto (p=0,90) y los de Vitamina B12
han experimentado cambios, pero no con un nivel de significancia estadistica en el
caso de producto (p=0,09), ni para placebo (p=0,43) al ser de 25 pg/ml de media
para producto.

En este caso, estudios previos han demostrado un patron similar al
observado en la presente Tesis Doctoral en cuanto a la variacién de homocisteina
plasmatica, mostrando una reduccidon al proporcionar preparado con alto
contenido en polifenoles (149, 206), con un elevado efecto neuroprotector (207-

209).
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Dado que el extracto a estudio contiene un alto contenido en vitamina E (26
mg / dosis diaria), se podia suponer un incremento de los niveles plasmaticos de
esta vitamina, no siendo asi en nuestro caso. Este hecho ha sido descrito
recientemente en una intervencién con pacientes oncoldgicos (210), donde los
niveles de Vitamina E tuvieron un incremento estadisticamente no significativo, asi
como en pacientes de edad avanzada con otros productos de origen vegetal (211).
Los niveles de vitamina E dependen mucho del origen de la misma en la dieta. Asi,
las conclusiones de este estudio transversal con poblacion irlandesa muestran que
un consumo en la dieta con determinados suplementos puede incidir en un
aumento plasmatico de vitamina E (212).

En cuanto a la vitamina B12, debido a su escasa presencia en productos de
origen vegetal era de esperar que el incremento plasmatico en la fase de consumo
de producto no fuese elevado, sin embargo y debido a la relacién entre esta
vitamina y la homocisteina, si que se ha producido cierto incremento relativo que
hace explicar esta variacion comparado con placebo (213), sobre todo influenciado

por el genotipo del individuo.

5.5. EVOLUCION DE MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

Una vez obtenidos los resultados de los niveles iniciales y finales de
marcadores de estrés oxidativo en plasma, tanto para consumo de producto como
placebo (Tabla 7), en general estos han mostrado una disminucién importante y

marcada para producto en todos los casos, siendo estadisticamente significativa

(p<0.05) en LDL Oxidada (9,46 ng/ml), FNT (0,6 pg/ml), sRFNT1 (0,13 ng/ml) y PCR

(0,11 mg/L), no siendo estadisticamente significativa para placebo (p>0.05).
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Tabla 7. Evolucion de resultados obtenidos en el tiempo con producto y
placebo en niveles plasmaticos de marcadores de estrés oxidativo: LDL
Oxidada, FNT, sRFNT1 y PCR

LDL FNT« sRFNT1 PROT C
OXIDADA (pg/ml) (ng/ml) REACTIVA
(ng/ml) (mg/L)
PI 88,16 + 30,14 5,69 £ 1,02 1,43 £0,32 1,84 + 0,64
PF 88,08 + 32,56 5,30 +0,87 1,43 +0,33 1,71+0,41
PDI 78,98 + 24,48 582+1,14 1,49 +0,37 1,50+ 0,33
PDF 69,52 + 15,63 522+1,21 1,36 +0,26 1,39+0,37

Niveles expresados en ng/ml para LDL Oxidada y sSRENT1, pg/ml para FNTa y
mg/L para PCR

Estos resultados han confirmado lo mismo que otros autores han
encontrado en publicaciones anteriores cuando se han realizado estudios de
intervencidn con preparados y alimentos ricos en polifenoles y antioxidantes
procedentes de productos de origen vegetal o bien con patrones dietéticos con
alto contenido en frutas y verduras y en todos los marcadores de estrés oxidativo
(155, 156, 170, 171, 179, 214-216).

Cuando comparamos los grupos placebo y producto de la misma manera
que ocurre al comparar la evolucién dentro de cada grupo, las diferencias son
importantes en todos los casos excepto en vitamina E aunque estas diferencias no
son significativas para vitaminas y homocisteina (p>0,05), ocurriendo lo mismo para

FNTa y el receptor soluble, SRFNT1 y si lo son para LDL oxidada y PCR (p<0,05).
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Figura 16. Evolucion de resultados en las distintas variables de variables
bioquimicas de vitaminas, homocisteina y marcadores de estrés oxidativo entre
grupos placebo y producto en porcentajes de aumento o disminucion. Los
asteriscos indican diferencias significativas.

5.6. EVOLUCION DE HORMONAS TIROIDEAS

Al revisar los niveles en plasma de la evolucion en las diferentes fases
finales con respecto a iniciales para producto y placebo con respecto a las hormonas
TSH, T3 y T4 (Tabla 8), comprobamos que éstas mostraron pequefas variaciones

minimas en torno a 0,01 mU/L para TSH, no siendo significativa estadisticamente

para esta hormona tanto en placebo como producto (p>0,05), con lo que el consumo
del nutraceutico en estudio a base de fruta y verdura con alta carga de polifenoles,
no ha afectado a esta hormona en sangre. Cuando comparamos los niveles de T3y
T4 ocurrio algo similar, ya que los niveles han mostrado variaciones de

concentracién en plasma, en este caso algo mayores para producto y placebo (0,06
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ug/L 0,07 ug/Len T3y 0,57 pg/Ly 0,47 ug/L para T4 respectivamente) no siendo

estadisticamente significativas en ambos casos para ambas hormonas (p>0,05).

Tabla 8. Evolucion de resultados obtenidos en el tiempo con producto
y placebo en niveles plasmaticos de hormonas tiroideas.

TSH T3 T4
(mU/L) (ng/L) (mcg/L)
PI 2,28 +1,03 1,13+0,23 7,64 +1,31
PF 2,27 +1,06 1,07+0,18 8,21 +1,30
PDI 2,23+1,11 1,1+0,23 8,74 + 0,75
PDF 2,2+1,03 1,03+0,16 8,27 +1,53

Niveles expresados en mU/L para TSH y pg/L para T3 y T4

Si analizamos estos resultados comparandolos con resultados de otros
autores, contradicen en algunos casos y van en el mismo sentido en otros, ya que
la TSH parece no verse influida por el contenido en la dieta (165) como ha ocurrido
en nuestro caso, mostrando un descenso de hormonas tiroideas como se evidencia
por diversos autores, siendo los compuestos fendlicos posibles disruptores de la
funcion tiroidea (129, 166, 217). Estas concentraciones de las diversas hormonas
tiroideas pueden ser muy cambiantes y rapidas como se demostrd hace muchos

anos en un modelo animal (218).

5.7. EVOLUCION DE MARCADOR DE INMUNIDAD

En el estudio de intervencion que nos ocupa, se ha realizado como indicador
del nivel de inmunidad una inmunoglobulina: la IgA. Al comparar los niveles en

plasma iniciales y finales, se concluye que no ha habido diferencias
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estadisticamente significativas entre ambos grupos tanto producto (p=0,92), como
para placebo (p=0,99), siendo éstas alrededor de los 15 mg/dl en ambos casos

(Tabla 9).

Tabla 9. Evolucion de resultados obtenidos en el tiempo con
producto y placebo en niveles plasmaticos de IgA.

IgA
(mg/dl)
PI 203,41 + 87,58
PF 218,86 + 81,97
PDI 203,36 + 108,68
PDF 217,76 + 71,09

Resultados expresados en (mg/dl).

Los resultados obtenidos para Ig A en esta intervencion como indicador del
nivel de inmunidad han sido contradictorios con los obtenidos en estudios
anteriores por otros autores en concentraciones de IgA en saliva (23, 219), en heces

(158) o también como en nuestro caso en plasma (161).

5.8. EVOLUCION DE CATECOLAMINAS

Cuando se han sometido a comparativa los niveles plasmaticos de las diferentes
catecolaminas a estudio en las fases iniciales y finales en ambas ramas a estudio
(producto y placebo) se comprobd que éstas presentaban comportamientos
diferentes. (Tabla 10).

En el caso de la adrenalina, no ha habido variaciones importantes,

mostrando un ligero aumento en torno a 1 pg/ml, nada significativo

estadisticamente para producto (p=0,70), y placebo (p=0,62). Algo similar, aunque
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menos pronunciado ha ocurrido con el cortisol, ya que se produjo un ligero
descenso de los niveles plasmaticos en placebo (0,4 pg/L) y un aumento en
producto (0,45 pg/L) en ambos casos sin significancia estadistica (p>0,05).

Por otro lado, ocurre totalmente al contrario con la noradrenalina, que
exactamente mostré un aumento de casi 40 pg por ml de plasma que representa
un poco mas del 10%, y la dopamina con algo mas del 27% de incremento (4 pg
por ml). En estos casos la diferencia es fue muy acusada y estadisticamente
significativa en la diferencia de los valores finales con respecto a los basales en el
periodo de consumo de producto (p<0.01), no siendo asi en el caso del placebo en

ambos casos para noradrenalina (p=0.72) y dopamina (p=0.22) (Figura 24).

Tabla 10. Evolucion de resultados obtenidos en el tiempo con producto y
placebo en niveles plasmaticos de catecolaminas.

CORTISOL ADRENALINA = NORADREN DOPAMINA
(mcg/L) (pg/ml) ALINA (pg/ml)
(pg/ml)
PI 14,32 +5,22 22,05+ 8,03 361,86 + 110,58 15,50 + 3,09
PF 13,92 £ 3,72 23,50 + 6,98 367,06 + 102,28 16,25 + 4,60
PDI 13,42 + 4,07 22,67 + 8,61 343,64 + 96,38 15,43 + 2,66
PDF 13,87 +4,03 23,91 + 6,97 382,85 + 83,88 19,61 +5,73

Resultados expresados en pg/L para cortisol, pg/ml para adrenalina,

noradrenalina y dopamina.

Si se comparan los resultados obtenidos en el presente estudio de
intervencién en cuanto a concentraciones plasmaticas de catecolaminas cuando se

sometieron los voluntarios a consumos de diferentes preparados o alimentos con
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alto contenido en polifenoles de estudios de intervencion realizados por otros
autores, son similares.

En el caso del cortisol, debido a que los niveles de cortisol en plasma pueden
variar a las horas de haber consumido los productos con alto contenido en
polifenoles, estos valores no han sido significativos estadisticamente, como indic6
este grupo en 2015 evaluando el cortisol como indicador de estrés muscular (220).
Otros autores han reportado descensos de los niveles en plasma (221) o en saliva
(222) 0 no variacion de estos niveles (156, 180), como ha sido nuestro caso.

Cuando se ha analizado la evolucién de la adrenalina, en la que no se
observa ninguna variacidon resefiable, se ha puesto de manifiesto en recientes
revisiones en la que no se resalta cambio alguno en este neurotransmisor, algo que
si ocurre en otros como acetilcolina, dopamina o noradrenalina (223), como
veremos posteriormente.

A pesar de que tanto adrenalina como noradrenalina se liberen en sangre y
por tanto aparezcan en condiciones por ejemplo de estimulos como el estrés en una
respuesta adrenérgica, el suministro de polifenoles en la dieta provoca aumentos
la segunda de ellas. Algo similar han puesto de manifiesto diversos autores en este
sentido, siendo una respuesta similar tanto para noradrenalina como dopamina en
pacientes de edad avanzada con enfermedades neurodegenerativas (224, 225),
relacionado con la ansiedad (226), con la mejora cognitiva (190) o en estudios
relacionados con la depresion o el tratamiento de la misma al inhibir en este caso
la recaptacion de ambos neurotransmisores (227-229).

La noradrenalina tiene un significado especial relacionado con la atencion
y el estado de alerta y es especialmente significativo en este caso como exponen
diversos autores (230, 231), mostrando especial importancia el incremento

experimentado cuando se suministra producto contra placebo.



110 JUAN ANGEL CARRILLO PINERO

Al realizar la comparacion entre grupos, las variaciones son similares a lo
que ocurria dentro de los grupos entre periodo inicial y final. Las hormonas
tiroideas experimentan muy pocas diferencias en el caso de T3 y TSH, habiendo un
aumento para placebo y una disminucion de este valor en porcentaje para consumo
de producto para T4. La IgA experimenta una variacion muy poco acusada. Todas
estas variaciones no son estadisticamente significativas.

En el caso de las catecolaminas, el cortisol experimenta un descenso en
porcentaje y un aumento en el consumo de producto, aunque estas variaciones son
escasas. Las diferencias entre placebo y producto en la adrenalina son muy bajas y

estadisticamente no significativas. La diferencia en el caso de la noradrenalina si es
importante, aunque no es estadisticamente significativa (p>0,05). La diferencia mas

relevante se da en la dopamina donde hay una diferencia muy relevante y
estadisticamente significativa (p=0,00).

Estos resultados se correlacionan con los obtenidos en los test,
especialmente es el test TESEN y RIST donde se obtienen resultados con diferencias
estadisticamente significativas que expresan mejoras en las funciones ejecutivas.
Desde el punto de vista neuroquimico, estas funciones cognitivas de alto nivel
como la secuenciacion, resolucion de problemas y atencion selectiva, se relacionan

con cambios en los sistemas dopaminérgicos (232).
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Figura 17. Evolucién de resultados en las distintas variables de variables
bioquimicas de hormonas tiroideas, IgA y catecolaminas entre grupos placebo y
producto en porcentajes de aumento o disminucién. Los asteriscos indican
diferencias significativas.
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VI - CONCLUSIONES

1.- El consumo del producto a estudio mejora frente a placebo, tal y como
indican todas las variables de los test de Stroop y TESEN, mejorando la funcion
ejecutiva en cuanto a memoria de trabajo (capacidad para planificar, alternancia y
fluidez de la respuesta motora), dado que sobre todo las puntuaciones finales de E
en test TESEN han sido significativamente mas elevadas que las comparadas con
placebo, ademas de la velocidad de procesamiento incluso cuando se presentan
interferencias semanticas (PC). Por otro lado, segtn los resultados obtenidos en la
realizacion del test RIST, el consumo del producto mejora claramente la memoria a

corto plazo ya sea verbal o no verbal.

2- De acuerdo a los valores obtenidos en las pruebas bioquimicas, no se
experimentan cambios en IgA en plasma en consumo de producto que se traduzca

en mejora de la inmunidad.

3.- Los niveles de vitaminas en sangre con el consumo de producto no
experimentan aumento a pesar del alto contenido en vitamina E en el mismo. Los
niveles de vitamina B12 tampoco experimentan cambios significativos. Un elevado
contenido en vitaminas en producto a estudio no se traduce en un elevado

contenido en plasma sanguineo.

4.- El consumo de producto a estudio reduce homocisteinemia, reduciendo
asi el riesgo de padecer enfermedades isquémicas y otros accidentes

cardiovasculares en los que aminoacido esta correlacionado.

5.- El consumo de producto muestra una fuerte disminucion de los
marcadores de estrés oxidativo, mostrando como en el caso anterior una relacion
positiva entre el consumo de producto a estudio y los niveles de oxidacion celular,

reduciendo las especies reactivas de oxigeno y ejerciendo una elevada capacidad
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antioxidante en los tejidos, que previenen diversas enfermedades degenerativas y

enlentece el envejecimiento y sus signos.

6.- No se muestra una relacion directa entre el consumo de producto y los
niveles de hormonas tiroideas en el organismo. Los resultados contradictorios
demuestran que el consumo de producto no influye en los niveles de estas

hormonas tanto en T4 como sus precursores o prohormonas.

7.- Los niveles de catecolaminas, especialmente dopamina cuando se
consume producto, muestran un efecto de clara mejora de las funciones cognitivas,
especialmente la atencion y otras funciones ejecutivas correlacionado con los
resultados de los test anteriormente descritos. Este incremento sanguineo de estos
neurotransmisores, sobre todo en el caso de la noradrenalina actia como en el caso
de la dopamina mejorando las funciones ejecutivas incrementando el flujo
sanguineo cerebrovascular y mejorando la plasticidad sinaptica y la sintesis de
proteina CREB afectando a la sintesis de proteina de un gen que interviene en los
procesos de memoria. Aunque los niveles de dopamina y noradrenalina, si
relacionadas con el sistema nervioso central sufren un importante incremento, no
ocurre asi con la adrenalina y el cortisol. Este efecto muestra que el consumo de
producto no produce respuesta adrenérgica vinculada al estrés, a pesar del

incremento de otras catecolaminas.

8.- En resumen, el producto a estudio puede suponer un sistema alternativo
en la prevencion mediante el consumo de fruta y verdura en poblacién joven del
deterioro cognitivo normal provocado por la edad y signos de envejecimiento
celular en asociacion con un adecuado estilo de vida ademas de una mejora de las
funciones cognitivas (memoria inmediata y de trabajo, atenciéon sostenida y

selectiva).
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ANEXO I: Encuesta de habitos alimentarios y de actividad fisica.

DEPARTAMENTO DE FARMACIA
ENCUESTA DE SALUD

Identificacidn (nombre y apellidoz):

Peso: Talla:

Perimetro de La cintura:
Talla de pantalon:

FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

UCAM

Vs eaaEnE CaTuEa
[T

% Grasa Corporal:

Fumador Az
Bno
C Exfumador
1 ;Cuantos cgarrillos fuma al dia?? 6 Dedica un Hempo a realizar ejerdido fisico, incuyendo
A | Ninguno, Nunca fumo : actividades como caminar o subir y bajar escaleras?
B | Sclo fumo de forma ocasional A | Todoslos dias
C | Menos de 5 cgarzillos al dia B | 45 veces porsemana
D | Entre 5-20 cigarrillos al dia C | 2-3 veces por semana
E | Mas de 20 dgamillos al dia D |No
Tiempo en afos. ......eecenn 7 &mqs’onoﬁxo‘mhwzﬂmhau
A | Mas de 2horas
L ;Tieneel elevado? B 2horas
A |si C | 1hora ymedia
B |No D | Mediahora
C [Nolose E Menos de media hora
Tiempo en afics. 8 Cuanto ti al dia dedica a ver la televisicn
3 s s > A | 30 minutos o menos
A s B Entre 1-2 horas
B No C Entre 2-3 horas
C [Nakaae D | Masde3horas
9. ;Es iano?
Tiempo en afics...........
A iNo |
4 ;E= diabético? |3 li |
A |s
B No )
z 10. ;Consume nuiridonales o vitaminicos?
C [Nolose
A |No
B |S
Tiempo enafios......... C | Ocasionalmente
5. ;Tiene hi 4
A |si 11 Qué eshudios ha aursado?
B No A | Estudios primarios
C |Noloze B__ | Bachiller
Tiempo en afios. D | Ectudi itarios de grado sup
Meds que hat
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DEPARTAMENTO DE FARMACIA e
UCAM

Uu.'u:_nE Carduiia
1 i{Consume cereales (amroz, pasta pan, 8. ;Cuantas veces al dia leche v desivados lacteos?
gallet: le= de d etc....)? A |[Masdedrad al dia
A | Mas de 7 raciomes al dia B 3-4 raciones al dia
B 5-7 radiones al dia C 1-2 raci al dia
C | 34rmdonesal dia D | Nunca
D | 1-2 raciones al dia
E Naumnca . .
9. Que hpo, de aceite consume
lw H*!.
2 ;Cuantas piezas de frutas consume al dia? A | Aceite de cliva
A | Mas de 6 raciones al dia B | Aceite de zemillas
B 5-6 raciones al dia C Aceite de cliva v de semillas
C |34mdonesaldia
E 1{2’“" ——_ 10 ;Ubiliza aceite de oliva para cocinar?
Ninguna A | D :
B 3-5 veces ala semana
3 ;Cuantaz wveces a la zemana consume C |12vecesala
. legumbres? D |Menosdelvezala
A |Masdedvecesala E | Nunca
B 34 veces por semana
C | 1-2wveces por semana
1 G dmente frutos secos?
l: .N i A | Mas de 5 veces ala zemana
e = 3-4 veces a la zemana Menos de una
vez a la zemana
% Cuintaz veces consume verduras y C | 1-2 veces ala zemana
hortalizas al dia? D | Menozdewnavwvezala
A | Masde2vecesal dia E | Nunca
B |2wvecesaldia
C |ivezaldia .
12 ;Cuantos huevos consume a la semana?
0 p:
g ;’“‘“*"“m‘ld“ A | MazdeShuevozala
B 3-5 huevos ala zemana
C 1-2 huevos ala zemana
s Cuintas veces a la zemana consume D | Menosdewnbuevoala
’ pescado? E | MNunca
A | Mas de 4 veces 2 la semana
B 34 veces por semana :
Cuantas veces a2 la zemana consume
g 1-2v!c::=p¢ 2 13. butido?
Menos de s ver 3 A | Todosloz dia=
E Nunca
B 3-5 veces por semana
C | 1-2 veces por semana
6 ;Cuantas veces a 1a semana consume came D | Menos de una vez 2 1a semana
de ave? E Nunca
A | Mas de 4 veces ala semana
<B: :—:m: POr semana ” 3 ) inbo? (125
W .
= 1 SRR A | Mas de 7 vasitos de vino 2 1a zemana
B 47 vasitosdevinoala
C 1-3 vagitos devinoala
- ;Cuantas veces a la semana consume otro D Menos de una vez a la semana
) ipo de came ? E [ Nunca
A |Masdedvecesala
B 3-4wveces por . g . e
C | 1-2weces por semana 15. ;‘ _q‘.“_ R =
2 ;lamsdeunavuahm = .
B 304 veces ala semana
C 1-2 veces ala
D |[Menosdeuwnavezala
E Nunca

HABITOS ALIMENTARIOS
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L Prefiere el pescado azul o el blanco?

A Elpescado azul
B El pescado blanco

C  Ninguno

2 :Cuantas veces a la semana consume pescado

A Mas de 4 veces a la semana
B 3-4veces porsemana

C  1-2veces por semana

D Menos de una vez a la semana
E

Mas de 4 veces a la semana
3-4 veces por semana

1-2 veces por semana
Menos de una vez a la semana
Nunca

[l Nal- R

4 Consume mas pescado que came a lo largo de
la semana?

A Si
B Izual
C No

> 3 :Los denvados licteos que consume son
desnatados?

A Nunca

B Menos de una vez a la semana
C  1-2veces ala semana
D 3-4vecesalasemana
E Masdedvecesaldia

@f\

UCAM

Usaverarne Sardeica
% Ve

8. ;Consume normalmente bebidas alcoholicas?
Nunca

Menos de una vez a la semana
1-2 veces a la semana

34 veces a la semana

Mas de 4 veces a la semana

moow

A Nunca

B Menos de una vez a la semana
C  1-2veces por semana

D 3-4veces porsemana

E  Mas de 4 veces a la semana

10. :Cuantas veces a la semana consume tomate?

Nunca

Menos de una vez a la semana
C  1-2veces por semana

D 3-4veces porsemana

E  Mas de 4 veces a la semana

o e

11.  ;Cuantas veces a la semana consume pinuento
rojo?

Nunca

Menos de una vez a la semana
1-2 veces por semana

3-4 veces por semana

Mas de 4 veces a la semana

Moo W

12. :Ha realizado alguna vez alguna dieta para
adelgazar?

A No
B S

13. :Esta realizando en este momento algin tipo de
dieta?

A No

B S
14. ;Consume alimentos funcionales generalmente
en su dieta?

A No

B Si
C  Solo de forma ocasional
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DEPARTAMENTO DE FARMACIA

15.  ;Qué tipo de cereales consume en su dieta
habitual?

A Blanco
B Integral

16. :Como es una racion de came para ti?

A filete
B 2filetes
C  Mas de 2 filetes

17.  Tipo de frutos secos que consume

A Al natwral o tostados sm sal
B Fntos y/o consal
C No consumo

18.

19.

UCAM
Urvesarne Sardaica

;Cuantos vasos de agua consumes al dia?
A Menosde 4 vasos
B Entre 5Su8vasos
C Masde 8 vasos
Consumo de refrescos a la semana
A De forma ocasional (0 o 1 ala semana)
B Algunas veces (enfre 2y 5)
C  Habitual (cam todos los dias)
Tipo de zumos consumidos
A Zumo natural con pulpa
B Zumo comercial o natural sin pulpa

C No consumo zumos



CAPITULO VIII: ANEXOS

149

ANEXO II: Test de Stroop

VERDE

AZUI

ROJO

AZUL

VERDE

VERDE

AZUL

ROJO

AZUL

ROJO

VERDE

ROJO

VERDE

VERDE

VERDE

ROJO

ROJO

>
N
S

VERDE

AZUL

VERDE

ROJO

AZUL

ROJO

VERDE

ROJO

AZUL

ROJO

VERDE

AZUL

VERDE

ROJO

AZUL

VERDE

ROJO

AZUL

ROJO

VERDE

ROJO

AZUI

ROJO

ROJO

AZUI

AZUL

VER

(v}
=1

ROJO

VERDE

AZUI

ROJO

AZUL

VERDE

AZUL

VERDE

ROJO

ROJO

VERDE

ROJO

VERDE

ROJO

AZUL

VERDE

ROJO

AZUL

ROJO

VERDE

AZUL

ROJO

VERDE
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XXX XXXX XXXX XXXX XXXX
XXXX XXXX XXXX xxxx XXXX
KKK XXXX XXX XXXX XXXX
XXXX XXXX XXXX XXX XXX
XXX XXXX XK XXXX XXX
XXXX XXX XXKK XXXX XXXX
XOHX XXX XXX XXX XXXX
XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX
XXXX XXXX XXXX XXXX XXX
XXX XXX XHHX XXXX XXXX
XXXX XXHX XXHX XXXX XHKK
XXXX XXXX XXXX XXHXK XXXX
XXXX XXX XXKX XXXX XXX
XHKK XXKK XXXX XXXX XXXX
XXKX XXX XXX XXXX XXX
XXX XXX XXXX XXXX XXX
XXHX XXXX XXXX XXXX XXX
XXXX XXXX XXX XXX XXX
KKK XXX XXXX XXXX XXXX

XXXX XXXX XXXX XXXX
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ROJO

VERDE

VERDE

AZUL

AZUL

VERDE

AZUL

VERDE

VERDE

ROJO

ROJO

VERDE

VERDE

AZUL

VERDE

AZUL

VERDE

ROJO

VERDE

ROJO

ROJO

VERDE

VERDE

ROJO

AZUL

VERDE

AZUL

ROJO

VERDE

VERDE

ROJO

VERDE

ROJO

AZUL

VERDE

VERDE

VERDE

AZUL

VERDE

AZUL

VERDE

VERDE

ROJO

ROJO

VERDE

ROJO

VERDE

VERDE

AZUL

VERDE

AZUL

AZUL

VERDE

AZUL

VERDE

VERDE

ROJO

VERDE

AZUL

VERDE

AZUL

ROJO

VERDE

ROJO

VERDE
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ANEXO IV: Test RIST

| |
Elemento Respuesta correcta Respuesta del sujeto :un: |
6
40 Esté hecho fundamentalmente de madera, tiene Violin (violonchelo, N
cuerdas y se toca con un arco, ;qué es? contrabajo, viola)
4 Son 7 jugadores por equipo, uno de ellos un portero y no Balonmano 4
se puede tocar la pelota con los pies, ;qué deporte es? (waterpolo)
Xpr i i i i s
42 E presa por gscnto unalldea 0 pensamiento y tiene Frase oraian 4
sujeto y predicado, ;qué es?
43 Es un ave que no vuela, parece lle,var siempre un traje Pinigling 4
elegante y le encanta pescar, ;qué ave es? o
Se entrega como premio a aquellos esfuerzos que han ]
5 “ : - _ ‘
44 upuest? os mayorgs beneficios para la humanlda}i . Premio Nobel X { )
comenzd en 1901 y tiene lugar en Estocolmo, Suecia,
Jqué es? )
Ti | n bé argo por el ixto | .
45 | leneel techoe l?oveda, se encargo po papa Sixto | Caplka Sixina 7
IV'y destaca mundialmente por sus frescos, squé es?
5 ; [
46 Fluye de sur a norte, albe'rgo la ba‘rca de unareina y J Rio Nilo A |
es famoso por sus cocodrilos, ;qué es? i e |
Fue actriz, sequnda mujer de un presidente de | [
47 | Argentina y defensora de las mujeres y los pobres, | Eva Perdn (Evita) 4 |
¢Quién fue? | |
48 Esta hecho de celulosa, arde facilmente y puede “ Papel (servilleta, [
perforarse, squé es? | hoja, carton) 2 O
. % . . | |
49 M|d§ distancias y suele formar parte del velocimetro, | Clentakimetios @ }
(qué es? | | |
£ - - - ——— 1
Va del ;
50 |2 del polo norte al polf) sur, mlfje la longitud y tiene Meridiang /l |
su referente en Greenwich, ;qué es? oy
51 Tiene un marco y unas cuentas que se deslizan yse Abaco Jb |
i usa para resolver operaciones matematicas, ;qué es? |
Se pone en el pecho de una persona y se usa para l
52 | escuchar los latidos del corazén o la respiracion, Estetoscopio ﬂ |
;qué es? 1 ‘
. 4 | Energia nuclear |
Es una fuente importante de energia, resultado de la ’s g el /('
53 ; B . (fisién nuclear,
rotura del nicleo de un atomo, ;qué es? T
2 s — IRt NI | SR il o
3 7 . . Electroencefalografo
54 Utiliza electrodos, mide los ritmos alfa y registra las = (OE(FE?G euiak
ondas cerebrales, ;qué es? AR . A
| electroencefalograma)
| Es una hormona que se produce. en {as glandulas Adrenalina A
55 | suprarrenales y es liberada en situaciones de alarma ot
aumentando el ritmo cardiaco, ;qué hormona es? S
56 Esta situado en Egl.pto.y permite Qasgr en ba'rco Canal de Suez 4 )
desde Europa a Asia sin bordear Africa, /qué es? [ . T |
| | Contiene 114 suras, comienza por los mas largos y se [ )
' 57 | considera que representa las palabras reveladas a un | Coran N
| | profeta, jqué es? s | L
| Fue economista, se doctord en filosofia y trabajo [

N
(=]

| ¢quién fue?

| dientificos y se puede poner a prueba, jqué es?

i Fue autor del libro La rigueza de las nacionesy es
| considerado el padre del liberalismo econdmico,

| Karl Heinrich Marx

| 58 | estrechamente con Friedrich Engels para desarrollar il

| . o | (Karl Marx, Marx)

{ sus teorfas, /quién fue? b ik e 0
] 59 | Es una prediccion, se necesita en los experimentos A

{
[ Adam Smith " \4

4 FUIEUFASY Puntuacion total
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Perspectiva del . | Perspectiva del s
Elem. i et Tiempo | Punt. Elem. examinados Tiempo | Punt.
10 | =1 D . 18
30 seq. 02 30 seg. 0 @
11 - 21 =
& Ty A S E
20 seg 01 R >< 20 seg. 01
| - |02 rlo 9“
o 2 30 seg. |
| 20 seg 0 | 1 20 seg. 0 \ 1 |
i — fen - 1
e 0|2 Gy B 6 0
13 TR | N s 30 seg. &
e 2 g 2
Fﬁ%"&‘?” 20 seg. - il ®) = 20 seq. ol
1 N N
o= N S 1
o6 | .. ¢ = .. |0
10-11 14 : = 24 —=
ssos A 4 2 |
“ % ‘ 20 seg. o1 ' - 20 seg. 0T
—T=nr | - = 5 |
s 4 ‘ s o [,,,Z,, N 30 seq. 0 ﬂ’y
12 = @-hk =z 25 P B el {
Y I sn 0|1 7 O S o ? |
r |4 ’\r | 20seg | ZAR SN IS 20 seg. il |
S e et - |
V/ { - | 30seg. 30 seq 9 @
16 d g 2 | ‘
e 01 e
20 seg. | s | O |
" \ 22 77 19 10 s
Conxio g N M 30 seg 0 @ seq: 0 Q
12-94 17 %
G Z1 X 3 01 2
s I 20 seg. 20 seg. 01
1 :
= 0P ] 0
18 ; 30 seg. %
7 01| 2
v | | 20 seq. 0
=0 RS T ) ey
x i ! o
y h H 30 seg. 0 ;g ‘ 30 seq. 02|
| 19 - ] ‘
| - L Z | | | 2¢
| | IM & | o ) o |0 |O
i * 1ole
| 30 seg | @ ®’
| 20 : de
\ = ol
L 20 seg. |

6 Continta =
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‘ Perspectiva del N [ Perspectiva del N
e Eexaminador | b ol B | examinador Tlempo - Puat. 1|
11 : i [Te] [ &7 1
- 2 s‘ L 30 seg. 0 @ . 4(! F L | 30seg ‘OT@}

PO 2 SO AT > §
\_] Lg 20 seg 0|1 EE 20 seg. o1
F = 1° ¥e
Louse J 30seq. 02 D. . 30 seg. 6|2
o A 2 5 @ >
T ] w00 ® ® .. U
{ 3e
a3 d d b 30 seg. e X g A 30 seg. 0|2
43 =
p q @ Zoeseg. 9 0 V IE Z ZOtsef.;. 0/ 1
e (i
\ @/ - n 1 L- I 30 seg Ui & |
2
, D D@ﬂ 20 seg. ol i l
‘ _L__ - ‘iOZzg l 02
45 | i
‘\ ! Zoi-fﬂ \0/ :
% | = 55 | g |02
20
:: ..' 20 seg. 091
Ko A o [
o 1‘ rj 30 seg. 0|2 “
=1 ’ 2 |
SRUNE '7] 20 seg. 01 1
({200 Puntuacion total
1

|







