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RESUMEN EN ESPANOL

El 4cido clorogénico tiene efectos positivos contra el sindrome metabdlico, sin
embargo, hay pocas investigaciones que informen su efecto en el desarrollo del cerebro. El
efecto de la papilla de zanahoria con alta concentracion de acido clorogénico, aumentado a
partir de zanahorias previamente tratadas con estrés por corte (corte de zanahorias y
almacenado durante 48 horas a 15 °C) fue evaluado sobre el metabolismo de las ratas, el
contenido de Lactobacillus spp. en microbiota, el desarrollo cognitivo y cerebral en dos
generaciones de ratas. A ratas Wistar recién destetadas se le asignaron tres dietas diferentes
al azar: 90% control + 10% de papilla de zanahoria alta en AC, 90% control + 10% papilla
de zanahoria control y control (AIN -76). Los efectos cognitivos de las ratas se evaluaron
con las pruebas de laberinto de agua de Morris (memoria a corto plazo, memoria a largo
plazo, memoria de trabajo y desarrollo del aprendizaje). Las ratas se reprodujeron y se
sacrificaron para las determinaciones de metabolismo, cerebro y microbiota. El estrés por
corte aumento la concentracion de acido clorogénico ~ 4 veces en comparacion con la papilla
de zanahoria control (522 mg / kg). Las ratas tratadas con dietas con papilla de zanahoria
control y papilla de zanahoria alta en AC aumentaron los conteos de Lactobacillus spp. en la
microbiota intestinal en comparacién con el grupo de control (p< 0.019) de la segunda
generacion. El contenido de mielina del tratamiento con la papilla de zanahoria alta en AC
fue significativamente mayor que los grupos control y en el tratamiento con la papilla control
en la primera generacion. En la segunda generacion, la mielina aument6 a 204 mg / g en el
grupo con la papilla de zanahoria alta en AC y este grupo tuvo el mayor contenido de ARN.
En general, los resultados de la investigacion sugieren que la papilla de zanahoria alta en AC

mejora el desarrollo cerebral al aumentar la concentracion de mielina y el ARN.
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RESUMEN EN INGLES

Chlorogenic acid has positive effects against metabolic syndrome, nevertheless there
are few investigations reporting its effect on brain development. The effect of carrot puree
with enhanced levels of chlorogenic acid, obtained from carrots previously treated with
wounding stress (shredded and stored for 48 h at 15 °C) on metabolism, Lactobacillus spp.
concentration in microbiota, cognitive and brain development in two generations of rats was
evaluated. Post-weaning Wistar rats (24) were randomly assigned three different diets: 90%
control + 10% wounding stress carrot puree (WSCP), 90% (w/w) control + 10% carrot puree
(CP), and control (AIN-76). Rat cognitive effects were evaluated with Morris water maze
tests (Short- Term memory, Long-Term Memory, Working Memory and Learning
Development). Rats reproduced and were sacrificed to determine the metabolism, the
concentration of Lactobacillus spp. in the intestine microbiota and brain development with
myelin, DNA and RNA cerebral content. Wounding stress enhanced chlorogenic acid
concentration ~4 times when compared to untreated CP (522 mg/kg). Rats treated with
WSCP and CP diets increased the counts of Lactobacillus spp. in the gut microbiota as
compared with the control group (p< 0.019) of the second generation. Myelin content of
WSPC was significantly higher than control and CP groups in first generation. In second
generation, myelin raised to 204 mg/g in WSCP group and this group had the highest RNA
content. Overall, research findings suggest that WSCP improves brain development by

increasing myelin concentration and RNA.
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1. INTRODUCCION

Las zanahorias son uno de los vegetales mayor cultivados en el mundo, en el cual
China es el mayor productor a nivel mundial con 20,000,000 toneladas anuales (Datt, et al.,
2012; Zhang & Hamauzu, 2004). Sin embargo, su consumo ha aumentado en los ultimos

afios con el uso creciente de verduras minimamente procesadas (Zhang & Hamauzu, 2004).

Estas raices pueden ser de diversos colores como amarillo, naranja, rojo y morado. El
color de las zanahorias es definido por la presencia de los pigmentos de carotenos que hay
en ellas (Akhtar et al., 2017; Grauwet et al., 2014). El naranja en las zanahorias se debe a su
alta concentracion de -caroteno y a-caroteno, mientras que el color amarillo al contenido de
luteina. El licopeno define el color en las zanahorias rojas y la alta concentracion de
antocianinas da como resultado el color morado en estos vegetales (Akhtar et al., 2017; Dias,

2014; Heywood, 1983).

La zanahoria es una fuente importante de carbohidratos, minerales, fibra dietética y
fitonutrientes, incluidos los fenolicos y carotenoides. La zanahoria es rica en -caroteno,
acido ascorbico y tocoferol. Debido al nivel apreciable de la variedad de diferentes
compuestos benéficos presentes, las zanahorias se consideran un alimento funcional con
importantes propiedades que promueven la salud (Haq, Kumar, & Prasad, 2016; Khandare,

et al., 2011; Patras, Brunton, & Butler, 2010).

La ingestion de compuestos fenolicos se asocia con numerosos beneficios para la
salud. Los compuestos fendlicos se sintetizan para diversas funciones fisiologicas que sirven
como componentes de la pared celular o se generan durante la respuesta al estrés para
proteger la célula de agentes bidticos y abidticos externos (Jacobo-Velazquez & Cisneros-

Zevallos, 2012).

El estrés abiotico postcosecha se ha identificado como un medio para mejorar el perfil
nutricional de los vegetales al aumentar la concentracion de compuestos fendlicos y otros
compuestos quimicos sintetizados durante la respuesta al estrés (Jacobo-Velazquez &
Cisneros-Zevallos, 2012). Las zanahorias han servido para investigar los efectos del estrés

abiodtico posterior a la recoleccidon, tales como heridas inducidas, luz UV, atmdsfera
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modificada y fitohormonas. El estrés inducido por la herida es el mas estudiado, ya que es
uno de los enfoques mas efectivos, rapidos y econémicos (Becerra-Moreno et al., 2015;
Jacobo-Velazquez & Cisneros-Zevallos, 2012; Surjadinata, Jacobo-Velazquez, & Cisneros-

Zevallos, 2017).

El estrés de las heridas activa la ruta metabolica fenilpropanoide que genera derivados
del 4cido hidroxicinamico, principalmente 4acido clorogénico (Becerra-Moreno et al., 2015;
Jacobo-Velazquez & Cisneros-Zevallos, 2012). En las zanahorias tratadas con estrés abidtico
postcosecha, la concentracion de acido clorogénico es la mas alta entre los compuestos

fenolicos (~ 440-920mg / kg) (Jacobo-Velazquez & Cisneros-Zevallos, 2012).

El acido clorogénico (AC) es absorbido y metabolizado por el cuerpo humano, donde
los estudios in vitro y clinicos indican que tiene un impacto positivo contra enfermedades
cronicas degenerativas como la diabetes (Ma et al., 2015), hipertension (Mubarak et al.,
2012), obesidad (Huang et al., 2014), dislipidemia (Wan et al., 2012) y sindrome metabolico
(Santana-Galvez et al., 2017).

Ademas de los beneficios bien documentados contra el sindrome metabolico, los
estudios de investigacion sugieren que los compuestos fendlicos pueden mejorar el
rendimiento de las neuronas y ayudar a prevenir la degeneracion neuronal del envejecimiento
(Gul et al., 2016; Prediger et al., 2008; Shukitt-Hale et al., 2005, 2009; Shukitt-Hale, Carey).
Los estudios de investigacion que evaluan los efectos del AC en la salud neural son escasos,
aunque Gul et al. (2016) informaron que este compuesto protegia a las células corticales del
cerebro de rata contra el estrés oxidativo. De manera similar, la AC puede tener actividad
anti-amnésica en el hipocampo y la corteza frontal (Kwon et al., 2010). Por otro lado, estudios
recientes sugieren que la microbiota puede estar involucrada en el desarrollo y la funcion
neuronal (Borre et al.,, 2014; Bravo et al.,, 2011). Los polifenoles pueden modular la
microbiota in vivo, produciendo cambios en bacterias benéficas como Lactobacillus spp.

(Molan, Liu y Kruger, 2010).
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2. ANTECEDENTES
2.1. Descripcion y clasificacion taxonéomica de las Zanahorias

La zanahoria (Daucus carota L.) es una raiz que proviene de la familia Apiaceae y es
considerada como una modificacién conica de una raiz primaria (Datt et al., 2012; Esmail,

2017). Su clasificacion taxondmica se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de la Zanahoria

Reino Plantae
Division Magnoliofita
Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden Asteranae
Orden Apiales
Familia Apiaceae
Genero Daucus
Especie Daucus carota

Esmail, 2017

Los tallos de las zanahorias son erectos, ramificados y resistentes, los cuales pueden
llegar a medir hasta 60 cm de alto. Las hojas se localizan finamente divididas, de las cuales,
las hojas més bajas son considerablemente mas grandes que las hojas superiores y todas las
hojas juntas abrazan el vastago con la base de revestimiento (Esmail, 2017; Heywood, 1983;

W. Simon, 2010).

Las flores se encuentran densamente agrupadas en umbelas terminales, donde los
tallos florales se dividen para formar una umbela secundaria o rotula de flores blancas
externas. Las flores son pequefias, pero en gran cantidad y forman una cabeza conspicua, la
cual es plana o ligeramente convexa mientras florecen. Mientras las semillas maduran, las
umbelas se contraen y el fruto estd ligeramente aplanado con numerosas cerdas de cinco filas

(Esmail, 2017; Heywood, 1983; W. Simon, 2010).
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2.2. Distribucion y produccion de zanahorias

las zanahorias son cultivadas en diferentes partes del mundo, entre ellas: China,
Europa, Rusia, Japon y Estados Unidos. El habitat natural del cultivo de estos vegetales son
las regiones templadas con algunas areas tropicales y subtropicales que se producen durante
el invierno ya que su Optimo crecimiento se da a temperaturas entre 15 y 25° C (Haq et al.,

2016; Heywood, 1983; Simon, 2010).

Los registros escritos en Europa indican que las zanahorias comenzaron a cultivarse
antes del siglo X, siendo las zanahorias amarillas y moradas las primeras en cultivarse,
mientras que las zanahorias naranjas fueron cultivadas en los siglos XV y XVI en Europa
Central, asi mismo, esta variedad de zanahorias es la mas popular en la actualidad (Dias,

2014).

Hoy en dia, las zanahorias que son procesadas industrialmente se pueden encontrar
en diferentes productos, las cuales se pueden vender como congeladas, sopas, enlatadas,
deshidratadas, jugos, mermeladas, yogurt, dulces, chips, bebidas, entre otros (Haq et al.,

2016; Khandare et al., 2011).

2.3. Composicion proximal de las zanahorias

La zanahoria esta constituida principalmente de agua (90 - 95% aproximadamente de
su peso huimedo). Su porcion comestible es de 82% (Chavez Muinoz, 2010; Haq et al., 2016;
Singh, Kawatra, & Sehgal, 2001). La energia que aporta la zanahoria es de 30 kcal/ 100 g.
Los carbohidratos conforman entre el 5% y el 10 %, mientras que las proteinas solo aportan
un 0.7 -0.9 % y las grasas 0.2% en la porcion comestible (Datt et al., 2012; Soria, Sanz, &
Villamiel, 2009).

Los solidos solubles en la zanahoria van de 6.7 a 9.5 °Brix, de los cuales el aztcar
total se encuentra en un intervalo de 3.82 a 15.22% (Espin, 2003; Khandare et al., 2011). La
fructuosa, glucosa y sucrosa son los principales azucares que conforman la zanahoria (Soria

et al., 2009).
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Estos vegetales son una excelente fuente de fibra dietética ya que su composicion va
desde 0.99 hasta 5.16 g (Chavez Muioz, 2010; Datt et al., 2012; Espin, 2003; Haq et al.,
2016). La celulosa (71.7 — 80.9 %), hemicelulosa (9 - 13%), pectina (7.41%) y lignina (2.4
-15.2%) son los principales tipos de fibra encontrados en la zanahoria (Datt et al., 2012; Soria

et al., 2009).

Las zanahorias se caracterizan por tener una cantidad apreciable de minerales
comparado con otros vegetales (Dias, 2014). El calcio, potasio, hierro y magnesio son los

principales minerales presentes en las zanahorias como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Contenido de micronutrientes en zanahorias

Minerales
Micronutrientes Contenido
Calcio 34-39mg
Fosforo 15.74 — 53.46 mg
Hierro 0.30-5.21 mg
Magnesio 9-16mg
Sodio 30.29 — 70.56 mg
Potasio 197.5-324.2 mg
Zinc 0.09 - 2.11 mg
Vitaminas
Vitamina A 835 ng
Acido ascorbico 4-59mg
Tiamina 0.04 mg
Riboflavina 0.02 - 0.04 mg
Niacina 0.2-0.5mg
Piridoxina 0.15mg
Acido folico 14 pg
Cobalamina 0pg

(Chavez Mufioz, 2010; Henriquez et al., 2010; Khandare et al., 2011; Sharma)Valores expresados en 100

gramos.

Las vitaminas que las conforman en mayor proporcion a la zanahoria son la tiamina,

riboflavina, niacina, acido félico y vitamina C como se observa en la Tabla 2. Esta
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composicion importante de las vitaminas antes mencionadas, hacen que la zanahoria sea un
alimento multivitaminico y necesario para el metabolismo de los carbohidratos, proteinas y

el crecimiento saludable.

Algunos beneficios a la salud que han sido reportados en las vitaminas que
conforman las zanahorias son los siguientes: la tiamina (B1) tiene efectos benéficos sobre el
sistema nervioso y la actitud mental; la riboflavina (B2) es una vitamina necesaria para la
respiracion celular y la formacion de globulos rojos; la piridoxina (B6) inhibe la formacion
de homocisteina y reduce el riesgo de enfermedades cardiacas, mientras que el acido folico
(B9) puede reducir el riesgo de ataques cardiacos al disminuir los niveles de homocisteina
(altos niveles de homocisteina se asocian con un mayor riesgo de endurecimiento de las
arterias debido a la acumulacion de placas de grasa) y de igual manera los folatos pueden
prevenir los defectos de nacimiento en embarazos; la vitamina C o acido ascorbico promueve
la absorcidon no hemo que se requiere para combatir las infecciones y la vitamina K ayuda en
la prevencion del sangrado; por lo que todos estos beneficios que aportan las vitaminas que
contienen las zanahorias hacen que estas sean un vegetal que aporta beneficios positivos a la

salud (Chavez Mufioz, 2010; Dias, 2014).
2.4. Antioxidantes

Algunos compuestos que conforman las plantas, principalmente los metabolitos
secundarios tienen propiedades que promueven la salud, a los cuales se les conoce como
fitonutrientes. La importancia de los antioxidantes en el mantenimiento de la salud y la
proteccion contra las enfermedades cronico-degenerativas ha generado un gran interés entre
los cientificos, los fabricantes de alimentos y los consumidores a medida que la tendencia del
futuro avanza hacia alimentos funcionales con efectos especificos para la salud. Estudios in
vitro han indicado que los fitonutrientes, como los carotenoides y los compuestos fenolicos,
pueden desempenar un papel importante como proteccion de los efectos del estrés oxidativo
sobre los sistemas bioldgicos (Huang et al., 2014; Jin et al., 2015; Mubarak et al., 2012;
Suzuki et al., 2006; Taram, Winter, & Linseman, 2016; Thom, 2007; van Dijk et al., 2009;
Wan et al., 2012).
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En los ultimos afios, el consumo de zanahoria cruda y los productos derivados de las
zanahorias han aumentado constantemente debido a su reconocimiento como una fuente

importante de antioxidantes naturales (Datt et al., 2012).

La zanahoria es una fuente importante de fitonutrientes, incluidos los fendlicos y
carotenoides. La zanahoria es rica en -caroteno, acido ascorbico y tocoferol. Debido al nivel
apreciable de la variedad de diferentes compuestos benéficos presentes, las zanahorias se
consideran un alimento funcional con importantes propiedades que promueven la salud (Haq

et al., 2016; Khandare et al., 2011; Patras et al., 2010).
2.4.1. Carotenos

Los carotenoides son un grupo de fitoquimicos que forman una familia de mas de
700 compuestos en la naturaleza y son responsables de la pigmentacion en muchas frutas y
verduras (Arscott & Tanumihardjo, 2010). Estos compuestos son sintetizados
exclusivamente por organismos fotosintéticos, incluyendo plantas de cultivo, algas, algunos
hongos y ciertas bacterias, donde desempefian un papel vital en el metabolismo de las plantas
y la biosintesis de otras biomoléculas (Ahmad et al., 2007). La sintesis de los carotenoides
se lleva acabo cuando estos pigmentos recogen la luz de la clorofila en los cloroplastos de
los tejidos fotosintéticos y en los cromoplastos de los tejidos no fotosintéticos, como las

frutas, las flores y las raices de las zanahorias (Arscott & Tanumihardjo, 2010).

Los carotenoides se definen por su estructura quimica que tiene una cadena de 40
carbonos y pueden ser aciclicos o contender un anillo de 5 o 6 carbonos en uno o ambos
extremos de la molécula (Figura 2). Los carotenoides hidrocarbonados se conocen como
carotenos, mientras que los derivados oxigenados de estos hidrocarburos se conocen como

xantofilas (Ahmad et al., 2007; Knockaert et al., 2012).

Fig 1. Estructura quimica de un caroteno
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2.4.2. Composicion de carotenos en zanahorias

Los carotenoides derivaron su nombre de un pigmento importante en la raiz de
zanahoria, Daucus carota, que es indudablemente entre los pigmentos més importantes en

los organismos vivos (Ahmad et al., 2007).

Seis carotenos (a-, B-, y- y, -carotenos, -zeacaroteno y licopeno) se han podido
separar y cuantificar de forma rutinaria en zanahorias tipicas y naranja oscuro. Los
carotenoides predominantes en estas raices son los carotenos provitamina A, es decir, a y -

caroteno (Arscott & Tanumihardjo, 2010).

Los carotenos encontrados en las zanahorias son de vital importancia, ya que tienen
funciones y acciones bioldgicas. Los carotenoides estan presentes intracelularmente y sus
acciones benéficas implican el efecto que tienen sobre las funciones de las células (inhibicion
de monocitos y activacion de plaquetas) y la regulacion de la expresion génica. Estos efectos
biologicos son independientes de la actividad pro-vitamina A y se han atribuido a la
propiedad antioxidante de los carotenoides, a través de la desactivacion de los radicales libres
y la extincion del singlete de oxigeno (Rodriguez-Amaya, 2010; Rodriguez-Bernaldo de

Quirds & Costa, 2006).

En la actualidad, los carotenoides como el B-caroteno han traido una atencion
considerable debido a su posible efecto protector contra algunos tipos de cancer (Bozalan &
Karadeniz, 2011; Knockaert et al., 2012). De igual manera, estos compuestos han sido
relacionado con la mejora del sistema inmunologico y la disminucidon de enfermedades
degenerativas incluyendo la enfermedad de Alzheimer (Arscott & Tanumihardjo, 2010; Datt

et al., 2012).

El contenido total de carotenoides en la porcion comestible de las zanahorias varia de
5,300 a 54,800 pg/ 100 g, ya que su concentracion de carotenos depende de muchos factores,
entre ellos, su color principalmente (Datt et al., 2012; Nicolle et al., 2004). En una
investigacion en Francia sobre la composicion de diferentes cultivares de zanahorias

realizada por Nicolle y colaboradores en el 2007 (Tabla 3).
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Tabla 3. Contenido de diferentes tipos de carotenoides en diversos cultivos de zanahorias

Luteina a-caroteno B-caroteno Carotenos
totales
Cultivar Color ug/g (base humeda)
Hybl Naranja 94 1972 5433 9374
New Kuroda Naranja 93 1635 3262 6448
Carentan Naranja 145 1644 5932 9684
Hyb2 Naranja 164 3131 6653 12524
Hyb3 Naranja 60 1419 4149 9588
Kokubu Naranja 161 1748 3740 8351
Hyb4 Naranja 157 2291 6190 11435
San Nai Naranja 180 1333 3206 6648
Blanche des Blanca ND ND ND ND
HCM Naranja oscuro 103 7583 17206 26548
Violette morada 224 ND 381 605
Blanche collet Blanca ND ND ND ND
Yellowstone Amarilla 232 ND 332 563
Jaune obtuse Amarilla 138 ND 332 469
Hyb5 Naranja 116 1916 4730 9414
Violette t. Morada 176 ND 318 493
Guerande naranja 161 1278 3354 5998

Nicolle y colaboradores (2007)

En este reporte se publicaron los principales compuestos de carotenoides (luteina, a-
caroteno y PB-caroteno) y su concentracion en diferentes cultivos de zanahorias (naranjas,
blancas, moradas, amarillas). En la Tabla 3 se muestran los resultados de esta investigacion,
en la cual se presenta que la concentracion de carotenos es diversa entre las diferentes
variedades de zanahorias, donde la luteina abarca un contenido que va de no detectado (ND)

hasta 232 pg/g (bh).

Por otro lado, la concentracion de a-caroteno es significativamente diferente entre
variedades, ya que en algunas zanahorias no se detectaron estos compuestos y en otras se
reportan concentraciones muy altas hasta de 7583 pg/g (bh), asi mismo, el compuesto -
caroteno va de ND a 17206 pg/g (bh). El contenido total de carotenos en las diferentes
variedades de zanahoria abarcd concentraciones de ND a 26548 pg/g (bh). Cabe destacar,

que las zanahorias de variedad blanca son los vegetales que no presentan contenido de
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luteina, a-caroteno, B-caroteno y carotenos totales, esto se debe a que presentan baja

pigmentacion (Nicolle et al., 2004).
2.4.3. Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos son los responsables de la proteccion de las plantas y
contribuyen al sabor, color y astringencia de frutas y vegetales (Boudet, 2007; Luisa Soto et
al., 2011). Los fenolicos son metabolitos secundarios, derivados de n la ruta de la pentosa
fosfato, shikimato y fenilpropanoide. Estos compuestos se constituyen con uno o mas grupos
hidroxilo en el anillo o anillos aromaticos (Balasundram, Sundram, & Samman, 2006;
Boudet, 2007; Umar Lule & Xia, 2005). En la Figura 2 se observa la estructura basica de un
fenol. Estos compuestos pueden estar presentes como conjugados con monosacaridos y

polisacaridos, unidos a uno o mas grupos fenoélicos, entre otros (Balasundram et al., 2006).

OH OH

or

Figura 2. Estructura bésica de un fenol

Los compuestos fenolicos se dividen en diferentes clases; los 4cidos fenolicos,
taninos y flavonoides; a su vez los acidos fenodlicos se subdividen en dos grupos: acido
hidroxibenzoico (acidos galico, p-hidroxibenzoico, protocatehuico, vainillico y siringico),
que tienen en comun la estructura C6-C1, y acido hidroxicinamico (acidos cafeico, ferulico,
p-cumdrico y sindptico), que son compuestos aromaticos con tres carbonos en la cadena

lateral (C6-C3) (King & Young, 1999; Laura, 1998).

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular, comparten un esqueleto
comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), y estan compuestos por dos anillos de fenilos (A y B)
ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico) (Balasundram et al., 2006; Martinez-

Florez et al., 2002). En la Figura 3 muestra la estructura base de un flavonoide.
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Figura 3. Estructura base de un flavonoide

2.4.4. Composicion de compuestos fenolicos en zanahorias

Las zanahorias contienen compuestos fendlicos con un anillo aromatico conocido
como acido fendlico. Los principales compuestos fenolicos de las zanahorias son los acidos
hidroxicindmicos formados por la esterificacion de los &cidos cindmicos como el 4cido
clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico y acido quinico (Arscott &
Tanumihardjo, 2010; Datt et al., 2012; Dias, 2014). De igual manera, estas raices contienen
en menores concentraciones algunos tipos de flavonoides como el kaemperol, quercentina y

luteolina (Dias, 2014).

Las zanahorias presentan una concentracion de compuestos fenolicos totales que
van desde 114 mg hasta 306 mg de equivalentes de catequinas/ kg (bh) (Datt et al., 2012;
Haq et al., 2016; Nicolle et al., 2004). De los cuales, el acido clorogénico es el acido
hidroxicindmico mds importante, ya que representa entre el 42.2 y 61.8% del total de
fenolicos (Datt et al., 2012). El promedio de la concentracion de acido clorogénico de la
zanahoria abarca rangos de 45 mg/kg a 52 mg/kg (Santana-Galvez et al., 2016; Bernadeth

Surjadinata, Jacobo-Veldzquez, & Cisneros-Zevallos, 2017).

La concentracion de compuestos fenodlicos en las zanahorias es diferente
dependiendo del tejido, la mayor concentracion se encuentra en la cascara, seguido del
floema y por ultimo el xilema (Datt et al., 2012). Haq y colaboradores, 2016; determinaron
la concentracion de compuestos fenolicos totales en zanahorias provenientes de Sangrur,

India. Los analisis los realizaron en la cascara de zanahoria, en la porcion comestible y en la
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hortaliza entera. El mayor contenido de compuestos fendlicos se encontro en la cascara de la
zanahoria (42.28 -53.11 mg de equivalentes de acido galico/ 100 g (bh)), mientras que la
porcion comestible tuvo menor concentracion que abarco de 35.98 a 4231 mg de

equivalentes de acido gélico/ 100 g (bh).

2.4.5. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante ha sido correlacionada con algunos compuestos fenolicos,
ya que este parametro proporciona informacion sobre la efectividad de los compuestos
fenolicos para neutralizar los radicales libres, y asi correlacionarse con la pendiente de una

actividad antioxidante contra los fenolicos (Jacobo-Velazquez & Cisneros-Zevallos, 2009).

Existen diferentes métodos para medir la actividad antioxidante como el ABTS (2,2'-
azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-acido silfonico), FRAP (Reduccion férrica del plasma),
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y ORAC (Capacidad de absorbancia de radicales libres);
sin embargo, el método de ORAC, es el tnico método que combina el tiempo de inhibicién
y el grado de inhibicidn en una sola cantidad (Huang et al., 2002). Esta técnica depende del
dafio de los radicales libres hacia la fluorescencia por el cambio de la intensidad de la
fluoresceina. En presencia del antioxidante, existe cierta proteccion a la fluoresceina del dafio

de los radicales libres (Huang et al., 2002; Wu et al., 2004).

En una investigacion reciente se determind la composicion de fenolicos y capacidad
antioxidante en diferentes variedades de zanahoria como se muestra en la Tabla 4. Los
fenolicos de esta investigacion se analizaron por el método de Folin-Ciocalteau y la
capacidad antioxidante por el método de ORAC. El contenido de compuestos fendlicos de
las zanahorias presentd un nivel de 3.3 a 16.9 mg de equivalentes de acido galico/g (bs);
mientras que la capacidad antioxidante abarca concentraciones desde 3.6 hasta 14.8 umol de

trolox/g (bh) (Nicolle et al., 2004).
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Tabla 4. Contenido de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante en diversas variedades de

zanahorias
Cultivar Color Fendlicos totales (mg de ORAC (umol de trolox/g (base
equiv de acido galico/g (base himeda))
seca)
Hybl Naranja 33 10.5
New Kuroda Naranja 5.9 9.1
Carentan Naranja 3.8 9.2
Hyb2 Naranja 4.6 8.7
Hyb3 Naranja 3.9 8.0
Hyb4 Naranja 3.5 10.5
San Nai Naranja 4.4 8.9
Blanche des Blanca 34 3.6
HCM Naranja 5.1 14.8
Violette morada 16.9 73
Blanche collet Blanca 33 4.6
Yellowstone Amarilla 43 8.5
Jaune obtuse Amarilla 4.4 8.1
Hyb5 Naranja 3.5 11.1
Violette t. Morada 9.6 8.4
Guerande naranja 34 8.7

Nicolle et al., 2004

En Alemania se analizaron las variedades “Napoli”, “White Satin”, “Purple Haze”,
“Bejo”, “Mello Yello” y “Nutri Red” cultivadas en 2 afios diferentes. El método utilizado
para determinar la actividad antioxidante fue ABTS. La variedad “Bejo” present6 la mayor
capacidad antioxidante 210 — 215 um equivalentes de Trolox, seguida por la variedad “Purple
Haze” (125 — 150 um equivalentes de Trolox,); mientras que la variedad “Napoli” fue la que
mostro hasta siete veces menor actividad antioxidante (30 — 35 um equivalentes de Trolox)

(Grassmann, Schnitzler, & Habegger, 2007).

La ingestion de compuestos fendlicos ha sido asociada a numeros beneficios a la
salud, por sus funciones fisioldgicas en el cuerpo humano, como antioxidantes, antitumorales
y anti mutagénicas (Jin et al., 2015; Mubarak et al., 2012; Santana-Galvez, Cisneros-

Zevallos, & Jacobo-Velazquez, 2017; Suzuki et al., 2006; van Dijk et al., 2009).Ya que se ha
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reportado que estos compuestos son potentes antioxidantes que ayudan a combatir radicales

libres que son perjudiciales para nuestro cuerpo (Dias, 2014).

2.5. Estrés abiédtico postcosecha

Las técnicas modernas de cultivos y la seleccion de cultivares han ayudado a los
agricultores a mejorar la calidad deseada de los vegetales. Sin embargo, en la actualidad se
ha documentado que los factores de estrés ambiental y postcosecha pueden alterar las
caracteristicas funcionales de vegetales y frutas frescas como la acumulacion de

antioxidantes (Jacobo-Veldzquez & Cisneros-Zevallos, 2012; Talcott & Howard, 1999).

El estrés abiotico postcosecha se ha identificado como una estrategia para mejorar el
perfil nutricional de los vegetales cultivados, al aumentar la concentracion de compuestos
fenolicos y otros compuestos quimicos sintetizados durante la respuesta al estrés de la planta

(Jacobo-Velazquez & Cisneros-Zevallos, 2012; Santana-Galvez et al., 2016).

En anos recientes, los investigadores han publicado algunas estrategias efectivas para
aumentar los antioxidantes en vegetales los cuales son el estrés por corte, luz UV, atmosferas
modificadas y fitohormonas (Becerra-Moreno et al., 2015; Jacobo-Veldzquez & Cisneros-
Zevallos, 2012; Sanchez-Rangel, Jacobo-Velazquez, Cisneros-Zevallos, & Benavides, 2016;

Santana-Galvez et al., 2016).

Estas estrategias inducen la acumulacion de compuestos fenolicos en diferentes
tejidos de plantas tales como la uva, la zanahoria, la lechuga, la manzana, la jicama, el apio,

el camote y la col (Sanchez-Rangel et al., 2016).

Sin embargo, la zanahoria ha sido el modelo mas estudiado en este tipo de técnicas
por su efectividad en el mejoramiento de su perfil nutricional (Jacobo-Veldzquez & Cisneros-

Zevallos, 2012; Sanchez-Rangel et al., 2016; Santana-Galvez et al., 2016).

Algunos autores han estudiado en zanahorias, la aplicacion de estrés por corte en
combinacion con otro tipo de estrés abiotico postcosecha (luz UV, atmosferas modificadas y

fitohormonas), en el cual se ha visto que esta combinacién de los tipos de estrés aumenta la
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acumulacion de compuestos fenolicos en las zanahorias y mejora sus perfiles fendlicos

(Becerra-Moreno et al., 2015; Bernadeth Surjadinata et al., 2017).

El efecto de la combinacion de dos tipos de estrés abidtico postcosecha fue
investigada con luz UV-B y los diferentes tipos de cortes en zanahoria sobre el aumento de
antioxidantes. Algunos pardmetros evaluados fueron el contenido de fendlicos solubles
totales a través de la cuantificacion de acido clorogénico, carotenos y la capacidad
antioxidante. Las muestras fueron expuestas a una dosis de luz UV-B de 141.4 mJ/cm?
durante 3 dias, de igual manera se midieron los compuestos en un control (0 dias) y un control
de 3 dias sin luz UV-B. En los resultados se determin6 que hubo un aumento significativo de
fenolicos totales en las muestras que fueron expuestas a luz UV-B increment6 (24.2 mg de
acido clorogénico/100 g (bh)) en comparacion con el control (12.9 mg de acido
clorogénico/100 g (bh)). Este estudio concluyo6 que el incremento del acido clorogénico esta
directamente relacionado con el incremento del area/radio de las zanahorias frescas expuestas

alaluz UV-B (Duetal., 2012).

Asi mismo, Surjadinata & Cisneros -Zevallos (2017) determinaron que a mayor
intensidad del corte de las zanahorias (23.5 cm? /g) de tres variedades (Navajo, Legend y
Choctaw) y almacenadas durante 4 dias, es mayor la concentracion de fendlicos con un
aumento hasta 2.5 veces mas. De igual manera la capacidad antioxidante es mayor en las
zanahorias cortadas con hasta 12.4 veces mas antioxidantes comparados con zanahorias
enteras. A su vez, estos mismos autores reportaron en que el compuesto fendlico que mas
aumento con el estrés por corte fue principalmente el acido clorogénico, seguido del acido

3,5-dicafeolquinico.

Becerra-Moreno y colaboradores (2015) evaluaron la combinacion y el efecto del
estrés por corte junto con el estrés por perdida de agua (modificacion de atmosferas) por
medio de la activacion primaria (dcido shikimico) y secundaria (fenilpropanoide) para la
acumulacion de compuestos fenolicos en zanahorias. Estos pardmetros fueron medidos por
medio de los niveles de expresion genética en la acumulacion de metabolitos. En los
resultados se publico que, el estrés por corte produce una alta activacion del metabolismo
primario y secundario en las zanahorias comparado solo con el estrés por perdida de agua,

por lo que en combinacion con el estrés por corte existe un aumento de acido shikimico,
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compuestos fenolicos y lignina. Por ultimo, los autores concluyen que es necesaria la

combinacion de los dos tipos de estrés para acelerar la biosintesis de estos compuestos.

Por lo tanto, se ha determinado que en la aplicacion de otro tipo de estrés abiodtico
postcosecha (luz UV, atmosferas modificadas y fitohormonas) es necesaria la aplicacion de
estrés por corte para activar los metabolismos de las plantas (Jacobo-Velazquez & Cisneros-

Zevallos, 2012).

En resumen, entre estas técnicas de estrés abiodtico postcosecha, el estrés inducido por
corte es el mas estudiado, ya que es uno de los enfoques mas efectivos, rapidos y econémicos
(Becerra-Moreno et al., 2015; Jacobo-Velazquez & Cisneros-Zevallos, 2012; Sanchez-

Rangel et al., 2016; Bernadeth Surjadinata et al., 2017).

Santana-Galvez y colaboradores (2016) realizaron un polvo de zanahorias rico en
antioxidantes, esté aumento de antioxidantes los realizaron por estrés por corte en las
zanahorias. El estrés se llevo a cabo con un procesador de alimentos, donde las zanahorias
fueron cortadas en tiras y fueron colocadas en contenedores de plastico en una incubadora a
15°C durante 48 h, mientras tanto el control solo se cortd en tiras para comparar las
determinaciones proximales y fitoquimicos de los dos tratamientos. Los resultados
proximales determinaron que las zanahorias que tuvieron el estrés por corte mostraron menor
cantidad de calorias (1.2%), menos carbohidratos (1.5%), y mayor cantidad de fibra soluble
total (23%) (predominé el contenido de fibra insoluble) en comparacién con el control. En
cuanto a la concentracion de fitoquimicos, las zanahorias estresadas por corte fueron
significativamente altas en acido clorogénico (522%), acido fertlico (140%), isocumarinas
(66%), derivado de 4cido p-cumarico (69%) y compuestos fendlicos totales (225%) en
comparacion con el control. Por otro lado, también se observo una mayor concentracion de
a-caroteno (16%) y P-caroteno (13%) en las zanahorias que fueron estresadas por corte

comparadas con el control.

Se ha comprobado cientificamente que la sintesis de compuestos fendlicos se da como
respuesta de ayuda a mitigar el dafio celular de la planta provocado por el estrés por corte y
se encuentra mediado por moléculas de sefializacion, como las especies reactivas de oxigeno

(ROS) y algunas fitohormonas, como el etileno y metil jasmonato (Sdnchez-Rangel et al.,
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2016). Estas moléculas de sefializacion inducen la produccion de los fendlicos activando la
ruta metabolica fenilpropanoide que genera derivados del &cido hidroxicinamico,
principalmente el acido clorogénico (Becerra-Moreno et al., 2015; Jacobo-Velazquez &

Cisneros-Zevallos, 2012).

En las zanahorias tratadas con estrés abidtico postcosecha, se han encontrado
diferentes compuestos, sin embargo, la concentracion de acido clorogénico es la mas alta
entre los compuestos fenolicos (~ 440-920 mg / kg) (Jacobo-Velazquez & Cisneros-Zevallos,

2012).

2.6. Acido clorogénico

El 4cido clorogénico es un compuesto fenolico derivado de la familia del acido
hidroxicindmico. Su estructura quimica consiste en un éster de acido cafeico y un éster de
acido quinico (como se muestra en la Figura 4), por lo que es mayor conocido como 5-O-

acido cafeoilquinico (5-CQA) (Santana-Galvez et al., 2016).

HO, CO,H

OH
OH

Figura 4. Estructura quimica del acido clorogénico

Este compuesto fendlico ha sido estudiado por diferentes autores ya que se encuentra
distribuido en diferentes vegetales y es uno de los principales componentes en las dietas de
los humanos (Jin et al., 2015; Santana-Galvez et al., 2016; Suzuki et al., 2006). Aunado a
esto el 4cido clorogénico es absorbido y metabolizado en el cuerpo humano, donde en
estudios in vitro y clinicos se ha demostrado que tiene un impacto positivo contra
enfermedades cronico-degenerativas como la diabetes (Jin et al., 2015; van Dijk et al., 2009),

hipertension (Mubarak et al., 2012; Suzuki et al., 2006), obesidad (K. Huang et al., 2014;
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Thom, 2007), dislipidemia (Wan et al., 2012) y sindrome metabdlico (Santana-Galvez et al.,
2017).

2.6.1. Efecto del acido clorogénico sobre la concentracion de antioxidantes en plasma

Los polifenoles consumidos a través de la dieta son beneficiosos para la salud
humana, al ejercer diversos efectos biologicos. El acido clorogénico estd compuesto por
grupos hidroxilo adyacentes a un residuo aromatico, el cual exhibe actividades anti
mutagénicas, carcinogénicas y antioxidantes in vitro, el cual consiste en eliminar las especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Sato et al., 2011).

La administracion de antioxidantes en la dieta podria ayudar a eliminar a las ROS, ya
que se ha observado que estos antioxidantes pueden mejorar la defensa celular y ayudar a
prevenir el dafio por oxidacion de los componentes celulares, ya que el estrés oxidativo se
produce cuando la produccion de ROS supera la capacidad de las defensas antioxidantes
celulares para eliminar estas especies toxicas (Maurya & Rizvi, 2010).

Algunas enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa, desempenan
funciones importantes defensivas reduciendo los niveles peligrosos como el O2 (radical
anion superoxido). Esta situacion disminuye la baja formacion de ROS, neutralizando o
reduciendo sus acciones perjudiciales (Vicente, Ishimoto, & Torres, 2013).

Por otro lado, las enzimas glutation-S-transferasas pueden metabolizar toxinas
endogenas y exdgenas y los carcindgenos catalizando la conjugacion de diversos electrofilos
como el glutation reducido (Maurya & Rizvi, 2010).

La capacidad antioxidante, es la forma de medir los compuestos antioxidantes
exogenos y enddgenos presentes en el plasma. Cuando hay una mayor capacidad
antioxidante, podria decirse que los antioxidantes tienen una mayor capacidad para
estabilizar los radicales, y por ende provocando un efecto benéfico a la salud (Jacobo-
Velazquez & Cisneros-Zevallos, 2009).

Suzuki y colaboradores (2006) realizaron una investigacion del consumo de acido
clorogénico y sus efectos sobre la hipertension utilizando ciertos pardmetros de medicion
como la enzima superoxido dismutasa y la capacidad antioxidante en plasma de ratas. Ratas
Wistar-Kyoto fueron divididas en 4 grupos. El primer y segundo grupo consistié en ratas
sanas (el primer grupo fue control y a el segundo grupo se le administraron 300 mg/kg de

acido clorogénico a su dieta). El tercer y cuarto tratamiento constd de ratas con hipertension,
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de las cuales el tercer grupo fue el control y el cuarto consumié 300 mg/kg de acido
clorogénico. Las ratas hipertensas que consumieron este compuesto presentaron 17.3 % de
inhibicion de actividad superdxido dismutasa y 232 nmol/L de concentracién de
antioxidantes totales en plasma. Mientras que las ratas hipertensas control obtuvieron 18.2%
de inhibicion de actividad superdxido dismutasa y 251nmol/L de concentracion de
antioxidantes totales en plasma. Y las ratas que estaban sanas (grupo 1) presentaron un
porcentaje de inhibicion de 21.1% inhibicion de actividad superdxido dismutasa y 423
nmol/L de concentracion de antioxidantes totales en plasma y el grupo de ratas sanas que
consumieron acido clorogénico tuvieron 22.5 9% inhibicion de actividad superoxido
dismutasa y 434 nmol/L de concentracion de antioxidantes totales en plasma, por lo cual no

hubo diferencias entre estos dos grupos.
2.6.2. Efecto del acido clorogénico sobre la Diabetes Mellitus

Jin y colaboradores (2015) realizaron una investigacion en el cual su objetivo fue
examinar los efectos del acido clorogénico sobre la glucosa y el metabolismo en lipidos de
ratones diabéticos db/db. Treinta y dos ratones fueron divididos en cuatro grupos: grupo
control, grupo con acido clorogénico, db/grupo control y db/grupo con acido clorogénico.
Los animales alimentados con acido clorogénico recibieron 80 mg/ peso corporal durante 12
semanas. Los resultados determinaron que el consumo de 4cido clorogénico disminuyo el
porcentaje de grasa corporal (11.5%), la glucosa plasmatica en ayunas (14.6 mmol/L) y la
hemoglobina glucosilada (27.6%) comparadas con el grupo control/db, los cuales

presentaron concentraciones promedio de 12.7%, 20.5 mmol/L y 35.8% respectivamente.

Asimismo, se ha observado que el acido clorogénico también tiene efectos sobre la
diabetes en estudios clinicos. En un estudio reciente sobre el efecto de acido clorogénico en
la elevacion de glucosa en plasma en humanos, se realizd una investigacion en la cual se
reclutaron 15 hombres con sobrepeso (IMC= 25-35 kg/m?). Al azar, a estos pacientes se les
administraron 4 diferentes suplementos; 12 g de café descafeinado, 1 g de acido clorogénico
puro, 500 mg de trigonelina o el placebo de 1 g de manitol disuelvo en 270 ml de agua. Las
personas que consumieron el d4cido clorogénico redujeron significativamente su
concentracion de glucosa (-0.7 mmol/L, P=0.007) e insulina (-73 pmol/L, P=0.038) alos 15

min de realizarse la prueba de tolerancia a la glucosa, comparado con los pacientes que
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consumieron el placebo. Por lo que se concluye que este compuesto fenolico podria tener un

efecto positivo sobre la diabetes mellitus (van Dijk et al., 2009).
2.6.3. Efecto del acido clorogénico sobre la hipertension

Los efectos del acido clorogénico sobre la hipertension fueron reportados en una
investigacion realizada por Suzuki y colaboradores (2006). Esta investigacion fue dividida
en dos partes y fueron utilizadas 45 ratas Wistar-Kyoto. En el primer experimento se
administré por via oral acido clorogénico puro en varias dosis: 30 mg/kg de peso, 100 mg/kg
de peso, 300 mg/kg de peso y 600 mg/kg de peso y en el segundo experimento; las ratas
fueron alimentadas con una dieta que contenia el 0.5% de 4cido clorogénico durante 8
semanas. La ingestion pura de acido clorogénico en una dosis minima de 100 mg/kg de peso
corporal redujo significativamente la presion arterial sistdlica (-11.7%) en comparacion con
el control. En el segundo experimento se comprobd que el consumo del acido clorogénico en
un 0.5% en una dieta durante 8 semanas puede inhibir el desarrollo de la hipertension, ya
que, al término del estudio, los roedores que consumieron el acido clorogénico en la dieta,
tuvieron una presion arterial sistolica de 193 mmHg, mientras que el control tuvo 203 mmHg,

por lo que estos resultados fueron significativos.

Por otro lado, se realizé un estudio sobre el efecto del acido clorogénico sobre la
presion arterial en 23 personas sanas (4 hombres y 19 mujeres). En esta investigacion, se
formaron dos grupos al azar, al primer grupo se les dio agua como control y al segundo 400
mg de acido clorogénico disuelto en 200 mL de agua baja en nitratos. La presion arterial fue
tomada antes del tratamiento y 60, 90, 120 y 150 min posteriormente a la toma del
procedimiento. En los resultados de la investigacion, los autores mencionan que la presion
sistolica (-2.41 mmHg, P= 0.05) y presion diastolica (-1.53 mmHg, P= 0.04) disminuyeron
significativamente con la ingestioén del acido clorogénico en comparacion con el control, por
lo cual este compuesto fenodlico podria tener un efecto benéfico sobre las enfermedades

cardiovasculares (Mubarak et al., 2012).
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2.6.4. Efecto del acido clorogénico sobre la obesidad

Huang y colaboradores (2014) realizaron una investigacion con 40 ratas Sprague-
Dawley, las cuales fueron divididas al azar en 4 grupos: Grupo 1: ratas alimentadas con una
dieta normal, grupo 2: ratas alimentadas con una dieta alta en grasas, grupo 3: Ratas
alimentadas con una dieta alta en grasas con 20 mg de acido clorogénico/kg de peso corporal
y grupo 4: ratas alimentadas con una dieta alta en grasas con 90 mg de acido clorogénico/kg
de peso corporal durante 12 semanas. Las ratas que consumieron el 4cido clorogénico en
menos dosis tuvieron una disminucion del incremento de peso, grasa visceral y los acidos
grasos libres comparados con el control. Sin embargo las ratas que consumieron mayor
contenido de &cido clorogénico tuvieron alin mas disminucion en estos parametros, ya que
presentaron una menor disminucion del peso (342 g), grasa visceral (28 g kg™ peso corporal)
y 4cidos grasos libres (534 mol L™!) comparado con el control que presentaron cantidades de
410 g de peso ganado, 49 g kg™ peso corporal de grasa visceral y 755 mol L™ de 4cidos grasos

libres.

Estudios clinicos han reportado también el efecto benéfico del acido clorogénico
sobre la obesidad. Treinta hombres con sobrepeso (IMC= 27.5 — 32 kg/ m?) participaron en
un estudio clinico para determinar el efecto del acido clorogénico, sobre su peso corporal.
Los individuos fueron divididos en dos grupos aleatoriamente, el primer grupo consumio
café con 45 mg acido clorogénico/g y el segundo grupo consumid café instantaneo con 30-
40 mg de acido clorogénico /g. Estos sujetos consumieron 5 tazas al dia de café con un
promedio de 11 g de café al dia durante 12 semanas. Al término del tratamiento, el grupo que
consumio 45 mg/ acido clorogénico/g redujo su peso corporal en un -5.4 kg, mientras que el
grupo que consumio6 en promedio 30-40 mg de 4cido clorogénico /g redujo -1.7 kg de peso
corporal, por lo que el consumo de acido clorogénico podria ayudar en la disminucion del

peso corporal en humanos (Thom, 2007).
2.6.5. Efecto del acido clorogénico sobre la dislipidemia

El efecto del acido clorogénico sobre la hiper colesterolemia fue investigado por Wan
y colaboradores (2012), este estudio se llevd acabo monitoreando el perfil lipidico en plasma

(Colesterol total, triglicéridos, lipoproteinas de alta densidad y lipoproteinas de baja
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densidad) de ratas Sprague-Dawley alimentadas con una dieta normal, una dieta alta en
colesterol y una dieta alta en colesterol suplementada con &cido clorogénico (1 o 10
mg/kg/dia) durante 28 dias. La dieta suplementada con acido clorogénico (10 mg/kg/dia)
redujo significativamente el colesterol total (4.83 mmol/L) y lipoproteinas de baja densidad
(6.93 mmol/L) e increment6 las lipoproteinas de alta densidad (0.63 mmol/L) en roedores
comparados con el control, en el cual se presentaron resultados colesterol total (5.78
mmol/L), lipoproteinas de baja densidad (8.74 mmol/L) y lipoproteinas de alta densidad (0.44
mmol/L). Con estos resultados se observa el efecto ateroscleroprotector y cardioprotector del

compuesto fendlico.

2.6.6. Efecto del acido clorogénico sobre las enfermedades neurologicas

Asi mismo de los beneficios bien documentados contra el sindrome metabolico, los
estudios de investigacion in vitro e in vivo sugieren que el acido clorogénico puede ayudar a
prevenir la degeneracion neuronal del envejecimiento (Ferlemi et al., 2015; Gul et al., 2016;

Kwon et al., 2010; Shukitt-Hale et al., 2015).

La efectividad del 4cido clorogénico y sus metabolitos, es decir acido cafeico y
quinico fueron probados en el estrés oxidativo de cerebros de rata. Ratas hembra, Sprague-
Dawley fueron utilizadas en esté bioensayo. Para la realizacion de este experimento, se utilizo
el radical H>Ox, el cual indujo alteraciones en la tincién de Cloruro de S-trifeniltetrazolio, la
produccién de maldonaldeido y la produccion de ROS en los pedazos corticales de las ratas.
Las concentraciones del H»O, disminuyeron en las tinciones con Cloruro de 5-
trifeniltetrazolio en los tratamientos con 4cido clorogénico (concentracion utilizada de acido
clorogénico 0.1 um a 10), por lo que los autores relacionan que la masiva cantidad de H,O»
esta correlacionada con la perdida neuronal, es decir los cerebros tratados con &cido
clorogénico tienen menor perdida neuronal que los cerebros control. En conclusion, el 4dcido
clorogénico protege los pedazos corticales de las ratas contra la oxidaciéon por Ho en

parametros de estrés oxidativo (Gul et al., 2016).

Taram y colaboradores (2016), investigaron el efecto neuro protector del acido
clorogénico y sus principales metabolitos en cultivos de neuronas de los granulos del cerebro
de ratas. Para realizar este experimento se obtuvieron granulos de las neuronas del cerebro

de camadas de ratas Sprague-Dawley de 7 dias de nacidas. El &cido clorogénico y cafeico
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(50 um) mostraron efectos protectores contra el donador de 6xido nitrico, nitroprusidiato de
sodio, mientras que el 4cido cafeico y ferulico protegieron significativamente las neuronas
de la toxicidad. Por otro lado, también el acido cafeico mostré un efecto protector
significativamente contra el perdxido de hidrogeno, inhibicion de proteasoma (PS-341), la
apoptosis intrinseca dependiente de caspasa y el estrés del reticulo endoplasmico. Por lo que
el acido clorogénico y sus metabolitos (4cido cafeico) presentan un efecto neutro protector

en diferentes métodos de estrés a los que se puede someter a los granulos de las neuronas.

Por otro lado, se evaluaron los efectos neuro-protectores del acido clorogénico en la
disminucion de memoria inducidos por la escapolamina (0.5 mg/kg i.p.) usando un laberinto
en Y y las pruebas de Morris. Para realizar esta investigacion se utilizaron ratones macho de
4 semanas de edad; el agua y comida se proporcion6 ad libitum. Las dosis administradas de
acido clorogénico fueron 0, 3, 6 6 9 mg/kg de peso corporal. El acido clorogénico en mayor
concentracion (9mg/kg) mejord significativamente el comportamiento en las pruebas de
memoria en el grupo inducido con escapolamina en el laberinto Y con un 42%, en
comparacion con el control (58%). Asi mismo, el 4cido clorogénico disminuy¢ las latencias
en el laberinto de Morris (25 s) a diferencia de las mayores latencias del control (80 s). En
cuanto a las pruebas ex vivo, el &cido clorogénico inhibi6 la actividad de la acetilcolina
esterasa en el hipocampo (1.4 nmol/mg de tejido de cerebro (TC)) y en la corteza frontal (1.8
nmol/mg TC), en comparacion con el control que presentaron una actividad de 3 nmol/mg
de TC y 3 nmol/mg de TC respectivamente. De igual manera, el acido clorogénico disminuyo
los niveles de malondialdehido en el hipocampo 1.2 pmol/mg TC y la corteza cerebral 2.2
pmol/mg TC comparados con el control (5.5 y 5.8 umol/mg TC). En las pruebas in vitro, el
acido clorogénico inhibid la actividad de acetilcolina esterasa (ICso= 98.17 pl/ml) y los
radicales libres (ICso= 3.09 pl/ml). Por lo que los autores propusieron que el mecanismo de
accion podria ser que el acido clorogénico actia en el sistema nervioso central a través de la
barrera hematoencefalica, en su forma intacta o como metabolito. Siendo que esté compuesto
fenolico puede actuar directamente eliminando radicales libres o como regulador para inhibir
la acetilcolina esterasa, como actividad oxidativa y homeostasis idnica del desequilibrio en
las neuronas inducidas por escopolamina que pasa a través de la barrera hematoencefilica.

En conclusion, los autores reportan la evidencia neuro protectora del acido clorogénico, ya
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que esta relacionado con la inhibicion en el hipocampo y corteza frontal en ratones inducidos

a amnesia por medio de la escopolamina (Kwon et al., 2010).
2.6.7. Efecto de compuestos fendlicos sobre las enfermedades neurolégicas

De igual manera, otros compuestos fendlicos han sido reportados como buenos
antioxidantes que podrian ayudar en la prevencion de la neurodegeneracion y mejorar el

rendimiento de las neuronas (Ferlemi et al., 2015; Shukitt-Hale et al., 2005).

El extracto de las hojas de blueberries (acido clorogénico, rutina, isoquercetina y
agliconas de quercetina) fue estudiado para observar el efecto y los mecanismos del estrés
oxidativo inducido por selenio en cerebros de ratas recién nacidas, ya que los polifenoles de
los blueberries tienen efectos positivos sobre el aprendizaje y memoria en ratas adultos por
medio de la neurotransmision y la defensa antioxidante en el cerebro. Para realizar la
investigacion se utilizaron 6 camadas de Ratas Wistar de 7 dias de nacidas. Las camadas
fueron divididas al azar en 3 grupos: 1: control, 2: grupo inducido con selenio y 3: grupo
inducido con selenio y con tratamiento de extracto de blueberries (100 mg/kg). En los
resultados, se observé que hubo una mayor inhibicion en DPPH en el grupo de las ratas con
el extracto de blueberries (34.21 pg/mL) en comparacion con el grupo dos. La administracion
de extracto de blueberries redujo significativamente la peroxidacion lipidica en la corteza
(22%) y el mesencéfalo (54%) en comparacion con el grupo tratado con Selenio. El grupo
que recibio el extracto de blueberries increment6 la actividad SOD significativamente en el
cerebelo en comparacion con los otros dos grupos. Por lo que el extracto rico en acido
clorogénico y flavonoles protegio los tejidos alterados por sobredosis de selenio y también
mejord el efecto antioxidante en tejidos afectados como el mesencéfalo y cerebelo (Ferlemi

et al., 2015).

Shukitt-Hale y colaboradores (2005) evaluaron el efecto de una dieta suplementada
con polifenoles obtenido de diversas frutas sobre el déficit de comportamiento y déficit de
memoria por la edad. La metodologia consistié6 en 70 Ratas Fisher de 19 meses de edad
divididas en 5 grupos y alimentadas con una dieta balanceada control o una dieta
suplementada con 2% de extracto de blueberry o 2% cranberry o 2% grosella negra o 2%

boysenberry o control durante 12 - 16 semanas. Se realizaron determinaciones de fenolicos
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y antocianinas en los extractos. El extracto se realizo anadiendo agua 1:1 (v/v), se
homogenizd y centrifugd, se congeld y se hizo polvo, para después agregarlos a las dietas
NIH-31, previamente estandarizadas. Los extractos analizados tuvieron las siguientes
concentraciones de antocianinas y fenolicos: Blueberry (antocianinas totales 1.3 mg/g,
fenolicos totales 1.2 mg/g); grosella (antocianinas totales 8.7 mg/g, fendlicos totales 2.9
mg/g), boysenberry (antocianinas totales 9.2 mg/g, fendlicos totales 2.0 mg/g); cranberry
(antocianinas totales 3.3 mg/g, fenolicos totales 3.6 mg/g). El grupo de la grosella negra y el
cranberry mejord las sefiales de transduccion neuronal medidas por la liberacion de la
dopamina (P = 0.004 y P = 0.007 respectivamente), mientras que los grupos con la dieta con
blueberry (y cranberry tuvieron mejor eficiencia en el desarrollo motor y neuro proteccion
del hipocampo HSP70 comparado con el control (P = 0.001 y P = 0.060). Por consiguiente,
los antioxidantes de los berries pueden mejorar el desarrollo funcional de la neurona y la
medicion de liberacion de dopamina restaurando el cerebro, por medio de la proteccion

contra el estrés oxidativo e inflamacion.

2.7. La memoria

La memoria se define como la capacidad de retener y de evocar eventos del pasado,
mediante procesos neurobioldgicos de almacenamiento y de recuperacion de la informacion,

basica en el pensamiento y el aprendizaje (Etchepareborda & Abad, 2005).
En la actualidad son reconocidos 3 procesos basicos en el sistema de la memoria:

La codificacion de la informacion: Proceso en cual registramos inicialmente la
informacion para que se pueda guardar. La informacion puede codificarse como una imagen,
sonidos, experiencias, acontecimientos o ideas significativas. Las circunstancias como la
atencion, la concentracion, que rodean este momento resultan fundamentales para el éxito o

fracaso de la memoria (Amaya-Guerra, 2003; Etchepareborda & Abad, 2005).

El almacenamiento de la informacion: Se caracteriza por el ordenamiento o

categorizacion de la informacion mientras se desarrolla el proceso en curso y consiste en
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guardar la informacion de la memoria y conserva la informacion hasta que se necesite

(Amaya-Guerra, 2003).

Evocacion o recuperacion de la informacion: Proceso por el cual la informacion es
recuperada. Si ésta ha sido bien almacenada y clasificada serda mas facil localizarla y utilizarla
en el momento en que se solicita. Por lo que solo si se llevan a cabo estos tres procesos, se

podré recordar la informacion (Amaya-Guerra, 2003; Etchepareborda & Abad, 2005).

La memoria ha sido clasificada por algunos autores en diferentes tipos de

procesamiento:

Memoria de Corto plazo: Es el tipo de memoria que se utiliza cuando se desea retener
informacion por un corto tiempo para pensar en ella. El almacén a corto plazo tiene un
componente de memoria de trabajo, una especie de espacio de trabajo mental o bloc de dibujo
en la mente, que se utiliza para manipular la informacion en la conciencia (Engle et al., 1999).
Si las unidades de informacién no reciben un procesamiento cuando llegan a ¢él,
desapareceran en unos pocos segundos y podrian durar solo unas pocas horas (Prediger et al.,
2008). Por ejemplo, un nimero de teléfono que memorizamos mientras hacemos la llamada

y luego desaparece esta informacion (Amaya-Guerra, 2003).

Memoria de Largo plazo: En este tipo de memoria se guarda la informacion recibida a través
de los sentidos, en el cual comienza con la memoria de corto plaza y que puede ser transferida
este tipo de memoria. Se ha considerado que esta memoria es consolidada lenta y es
relativamente permanente (Prediger et al., 2008). En ella se almacenan los conceptos y las
asociaciones o relaciones que hay entre ellos y esta informacion es ilimitada, en cuanto al
periodo de duracién de la informacién y en su capacidad (cantidad de unidades o grupos de

informacion que podemos almacenar) (Amaya-Guerra, 2003).

Memoria de Trabajo: La memoria es procesada en el lobulo frontal del cerebro y es
considerada como un sistema encargado de almacenar y administrar transitoriamente toda la
informacion que se encuentra actualmente en uso para la realizacion de una tarea especifica.
Esta memoria es inmediata y puede durar desde segundos a unos minutos (Prediger et al.,

2008). Este sistema se basa en tres componentes principales: 1) Un sistema de control con
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capacidad atencional limitada que se denomina: Componente Central Ejecutivo, el cual es
asistido por dos sistemas subsidiarios de almacenamiento. 2) El circuito fonologico, que esta

basado en sonido y lenguaje. 3) El esquema visual-espacial (Carrillo-Mora, 2010).

Desemperio de aprendizaje: El desempefio de aprendizaje en las ratas se explica como un
proceso de azar y fijacion. Esta situacion se vio reflejada en ratas en donde se colocaron en
un laberinto sin salida, en el cual habia una caja con alimento, y se observo que la rata
efectuaba movimientos al azar. Todas estas idas y venidas frustraron movimientos de ensayo
y error y solo un movimiento correcto conducia a la salida, no solo lo realizaba por libertad,
sino también por el alimento, es decir, un objeto satisfactorio. Mediante repeticiones el
movimiento acertado llegd a fijarse y las reacciones inadecuados fueron eliminadas

gradualmente (Amaya-Guerra, 2003).

2.8. Desarrollo cognitivo

El desarrollo cognitivo considera al cerebro como un sistema de procesamiento de
informacion, por lo tanto, trata de indagar en las actividades de procesamiento que tiene
durante el curso de aprendizaje y el modo en el que la informacion se queda procesada en la
memoria. Al ser actividades internas, las actividades de procesamiento de informacion no
son directamente observables como “conductas, si no son inferidas a partir de la observacion
de la conducta. Por ello, el estudio de cualquier fendmeno psicoldgico a un nivel cognitivo
no puede ser nunca independiente del estudio de este fendmeno a nivel conductual (Aguado-

Aguilar, 2001).

Los procesos cognitivos como memoria, expectativa, razonamiento no son
“observados” en si mismos, sino inferidos a partir de las actividades conductuales de los
sujetos. El estudio cognitivo del aprendizaje y la memoria es el estudio del proceso de
formacion de nuevas representaciones mentales, es decir, de los contenidos informativos
derivados de experiencias pasadas o de las actividades de procesamiento llevadas a cabo
sobre los propios contenidos de la memoria (Aguado-Aguilar, 2001; Amaya-Guerra, Serna

Saldivar, & Alanis-Guzman, 2006).
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2.8.1. Laberinto de agua de Morris

El laberinto de agua de Morris es la prueba mas utilizada para estudiar el
comportamiento, los procesos psicoldogicos y mecanismos neuronales del aprendizaje
espacial y la memoria en la neurociencia (Bromley-Brits, Deng, & Song, 2011; Morris, 1984;
Vorhees & T Williams, 2006). Esta prueba fue desarrollada en 1981 por el neurocientifico
Richard Morris en la Universidad de St. Andrews en Escocia. El laberinto de Morris se utiliza
principalmente para evaluar el desarrollo cognitivo en modelos animales, por ejemplo, el
envejecimiento (Shukitt-Hale et al., 2006; Shukitt-Hale et al., 2009), enfermedades

neuroldgicas (Essa et al.,, 2015) y nuevos farmacos (Bromley-Brits et al., 2011).

Este ensayo consiste en una piscina circular de agua, en el cual existe una plataforma
oculta y donde los roedores utilizan la memoria espacial para poder localizar la plataforma,
por lo cual la prueba se deriva en las neuronas del hipocampo que son las encargadas de
identificar el espacio en un entorno. La piscina debe ser camuflada con algun colorante para
ocultar la plataforma, que debe estar colocada unos cuantos centimetros mas abajo del agua
para poder ocultarse. Se debe asignar dos estdndares como ejes principales del laberinto y asi
crear cuadrantes imaginarios, los cuales se deben dividir en: Norte (N), Sur, (S), Este (E) y
Oeste (O) como se observa en la Figura 5. Estas no son posiciones verdaderas de la brajula,
pero sirven como referencia para el experimentador en la prueba. La plataforma debe ser

colocada en cierto cuadrante, mientras que el roedor en otro cuadrante (Morris, 1984).

Figura 5. Piscina del laberinto de agua de Morris

Morris describid los procedimientos basicos en 1984 y posteriormente agregd detalles
y procedimientos para evaluar formas relacionadas de aprendizaje y memoria (Vorhees & T

Williams, 2006). Las ratas son nadadoras naturales y realizan las pruebas de agua facilmente,
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incluso si han sufrido lesiones cerebrales encefalicas de varios tipos. Una de las ventajas del
laberinto de agua de Morris es que el agua proporciona un entorno que controla las sefales
olfativas y permite una variedad de procedimientos de entrenamiento para relacionar al
aprendizaje y el rendimiento (Morris, 1984). En la actualidad el laberinto de agua de Morris
juega un papel importante en la validacion de modelos de roedores para trastornos

neurocognitivos como la enfermedad de Alzheimer (Bromley-Brits et al., 2011).
2.8.1.1. Antioxidantes y su efecto sobre el laberinto de agua de Morris

Diversos autores han utilizado la prueba del laberinto de agua de Morris para estudiar
el efecto de los antioxidantes derivados de extractos de diversas frutas sobre el desarrollo
cognitivo en ratas (Essa et al., 2015; Prediger et al., 2008; Shukitt-Hale, Carey, Jenkins,
Rabin, & Joseph, 2007; Shukitt-Hale et al., 2006, 2005, 2009).

Shukitt-Hale y colaboradores han publicado diversas investigaciones sobre el
consumo de antioxidantes y su efecto en el laberinto de Morris. Una de sus publicaciones
investig6 el acido clorogénico como compuesto de un suplemento de ciruela Prunus
domestica. en el efecto de la mitigacion de la deficiencia de la funcidn cognitiva con la edad.
Esta investigacion fue dividida en dos experimentos. Para realizar el primer experimento se
utilizaron 30 ratas, de las cuales, 15 consumieron el polvo de ciruela y 15 control. Las ratas
consumieron una dieta NHI-31 a la cual se incorpor6 un 2% de polvo a la dieta. Esta dieta
fue suministrada durante 8 semanas. El contenido del suplemento tuvo una composicion de
99% de polvo de ciruela y 1% de calcio. La concentracion de fenolicos del polvo fue de 6.86
mg de equivalentes de acido galico/ g. y ORAC- 198 umol/TEg de polvo. El segundo
experimento se realizd con jugo de ciruela. En cual se dividieron 28 ratas, 13 control y 15
consumieron jugo. Todas las ratas consumieron una dieta NHI-31 y agua (control) o jugo de
ciruela ad libitum. La concentracion de fenolicos del jugo fue de 6.29 mg GAE/g (peso seco),
0 (1264 mg GAE/L), antocianinas 0.009 mg C3GE /g peso seco y ORAC 156 umol/TE g de
peso seco de jugo. Al término, de la dieta se realizd la prueba del laberinto de agua de Morris.
Las ratas que consumieron el jugo de ciruela tuvieron mejor latencia en la memoria de trabajo
en el laberinto de Morris (P=0.01), comparado con las ratas que consumieron el suplemento
en polvo, ya que estas no tuvieron diferencias significativas respecto al control. Segun los

autores, estos resultados se pueden deber a la menor cantidad de fenolicos que hay en el polvo
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en comparacion con el jugo. Ya que las ratas que consumian el jugo lo hacian en un promedio
mas de 9 veces al dia (consumian el 100% de jugo), mientras que las que consumian el polvo
solo era el 2% al dia. Por lo que el efecto de los antioxidantes que contiene el jugo de ciruela
es positivo sobre el desarrollo cognitivo comparado con el polvo de ciruela y el control

(Shukitt-Hale et al., 2009).

En otra de las publicaciones se determin¢ el efecto de un jugo de uva (alto contenido
de resveratrol) sobre el déficit cognitivo provocado por el estrés oxidativo de la edad. Para el
cual, se utilizaron 45 ratas macho de 19 semanas de edad, divididas al azar en 3 grupos (15
ratas por grupo). Al primer grupo se le dio 0% de jugo de uva, al segundo 10% de jugo de
uva (40% de agua y 10% de jugo) = fendlicos totales: 255 mg/L GAE, antocianinas 36.6
mg/L equivalentes de malvidinay ORAC -3272 pmol/L TE. Al ltimo grupo se le administrd
50% de jugo (50% agua y 50% jugo) = fenolicos totales: 1098 mg/L. GAE, antocianinas 183
mg/L equivalentes de malvidina y ORAC -16397 umol/L TE. Esta dieta se consumid durante
8 semanas y al término de este tiempo, se realizaron las pruebas cognitivas por el laberinto
de agua de Morris. En los resultados los autores mencionan que los grupos que consumieron
el 10% y 50% de jugo obtuvieron mejores resultados estadisticamente en las pruebas
psicomotoras comparados con el control (P <0.005), mientras que la liberacion de dopamina
fue significativamente mejor en el grupo del 10% que en el grupo del 50% y control (P<
0.05). Las ratas que tomaron 10% de jugo de uva tuvieron mejores tiempos de latencia en el
laberinto de agua de Morris comparados con el control (P< 0.05). Por lo que en este estudio
se concluyo que los alimentos ricos en polifenoles pueden tener efecto benéfico en el
revercimiento del comportamiento de la edad y en el curso neuronal, posiblemente a través
de la multiplicidad directa e indirecta de efectos que afectan los pardmetros neuronales

(Shukitt-Hale et al., 2006).

En algunos estudios se ha comprobado que la exposicion de Fe al cuerpo hace que
aumente el déficit del funcionamiento neuronal, por lo que una investigacion evalud la
eficacia de dietas con antioxidantes sobre la irradiacién con particulas de Fe. Para determinar
este efecto se utilizaron 60 ratas macho Sprague-Dawley. Veinte ratas fueron alimentadas
con 2% de fresas y 98% de dieta NIH-31; 20 ratas con 2% de berries y 98% de dieta NIH-31

y 20 control 100% NIH-31. Este alimento se administr6 ad libitum durante 8 semanas. Para
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la preparacion del concentrado de antioxidantes, las fresas y berries fueron mezcladas con
(1:1 o 1:2 (V:P), respectivamente). Se centrifugaron y el sobrenadante fue liofilizado y
congelado. Al momento de realizar la radiacion los tratamientos se dividieron en 6: dieta
control, control irradiado, grupo de blueberry sin radiar, blueberry radiado, fresa sin radiar y
fresa irradiado. Para analizar el desarrollo cognitivo se realizé la prueba del laberinto de agua
de Morris, de igual manera, se realizaron mediciones de dopamina. La exposicion de
radiacion afecto el comportamiento cognitivo, sin embargo, el grupo de las ratas que
consumieron fresas y berries mostraron una mayor proteccion contra esta radiacion. El grupo
control irradiado realizé mayor latencia en llegar a la plataforma en comparacion con el grupo
control no irradiado (p < 0.005). En la concentracion de dopamina, los controles irradiados
tienen mucho menor contenido de dopamina que los irradiados y suplementados con berries
y fresas (p < 0.001). Por lo que estos datos demostraron que las dietas con berries y fresas
(altas en antioxidantes) proveen proteccion contra efectos de radiacion, especificamente en

aprendizaje espacial y de memoria (Shukitt-Hale et al., 2007).

Algunos estudios sugieren que los flavonoides y sus metabolitos se absorben a través
de la barrera hematoencefalica y puede ejercer acciones neuro farmacoldgicas a nivel
molecular, que influyen en las vias de sefializacion, la expresion génica y funcion de proteina,
las cuales pueden ser probadas por medio de la prueba del laberinto de agua de Morris.
Rendeiro y colaboradores (2013) dividieron 4 grupos de ratas macho Wistar de 18 meses
(grupos de 8 ratas): grupo 1: control, grupo 2: 2% de extracto de blueberry (253.1 mg
flavonoides/g (179.0 mg antocianinas; 74.1 mg flavanoles)) en dieta; grupo 3: extracto de
antocianinas (179.0 mg de antocianinas) y grupo 4 flavanoles (14.8 mg epicatequina y 59.3
mg de catequina). Los polvos fueron agregados a una dieta AIN-76 previamente
estandarizada. Estos tratamientos fueron administrados durante 6 semanas y al termino se
realizaron pruebas de memoria y mediciones en el hipocampo al terminar este tiempo. Los
flavonoides puros y las antocianinas indujeron significativamente la mejoria en la memoria
de trabajo espacial (p < 0.002 y p < 0.006), muy similar a la dieta con blueberry (p < 0.002).
Estos cambios sugieren esto se debe al incremento de los niveles de proteina del factor
neurotrofico derivado del cerebro en el hipocampo, un mecanismo para mejorar la memoria.
Sin embargo, también se observo que las antocianinas potenciaron la expresion del mRNA

en los niveles de proteina del factor neurotréfico del hipocampo. Por lo que los flavonoides,
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epicatequina, catequina y antocianinas son capaces de inducir efectos benéficos en la

memoria de ratas viejas aportando beneficios al desarrollo cognitivo.

Asi mismo, el laberinto de Morris ha sido utilizado como modelo para evaluar el
consumo de antioxidantes en la dieta y estudiar su efecto sobre algunas enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer. El efecto de una dieta suplementada con granada
(antocianinas y elagitaninos) sobre la memoria, ansiedad y habilidades de aprendizaje en un
modelo de ratén transgénico (Alzheimer) con una doble mutacion (APP sw/Tg2576). Para la
realizacion del suplemento, la granada fue congelada y triturada, posteriormente se realizo el
jugo y después el secado a 40° C para concentrarlo. Se requirieron de 20 ratones hembra
transgénicos y 6 ratones no transgénicos divididos en 3 grupos. Grupo 1: ratones no
transgénicos alimentados con una dieta estandar, grupo 2: ratones transgénicos alimentados
con una dieta estandar y grupo 3: ratones transgénicos alimentados con 4% de granada a su
dieta. La administracion de las dietas comenzo6 desde los 4 meses hasta los 14 meses de edad,
al termin6 se realizd la prueba del laberinto de Morris (memoria espacial y habilidad de
aprendizaje), prueba rotarod (coordinacidon psicomotora) y test de laberinto elevado
(ansiedad). El grupo 2 present6 déficit de memoria, aumento de ansiedad relacionada con el
comportamiento e impedimentos en la habilidad de aprendizaje espacial y coordinacion
motora comparada con el grupo de ratones no transgénicos. En contraste, el grupo 3, es decir,
los ratones transgénicos alimentados con granada mostraron mejorias en la memoria,
aprendizaje, funcion locomotora, reduccion de ansiedad comparas con el raton transgénico
que no consumid granada. Por lo que finalmente, los autores concluyeron que una dieta
suplementada con granada podria reducir la progresion cognitiva y alteraciones de

comportamiento en Alzheimer (Essa et al., 2015).

Muthaiyah y colaboradores (2014) evaluaron el efecto de una dieta suplementada con
nueces (tocoferol, folatos, melatonina, flavonoides y fenolicos (4cido elagico) y n- a-acido
linoleico (ALA) sobre las habilidades de aprendizaje, memoria, ansiedad, actividad
locomotora y coordinacién motora en ratones transgénicos con enfermedad de Alzheimer
(AD). Para estd investigacion se utilizaron ratones hembra transgénicas con una doble
mutacion K670N y M671L. Las dietas fueron divididas en 4: 3 de esos grupos eran ratones

transgénicos los cuales, un grupo se suplemento con un 9% de nueces, el siguiente con un
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6% y el ultimo fue el control. Por otro lado, el 4to grupo fue un control no transgénico. Las
dietas administradas (AIN-93) fueron estandarizadas para equilibrar su proporciéon con las
nueces (el 6% y 9% equivale a una porcion en una persona adulta). Esta dieta se dio durante
13-14 semanas, y al finalizar, los ratones realizaron pruebas en el laberinto de Morris
(memoria espacial y habilidad de aprendizaje), laberinto T (habilidad de aprendizaje por
discriminacién), rotarod (coordinacidon psicomotora) laberinto elevado (ansiedad). Los
ratones transgénicos AD con la dieta control mostraron déficit de memoria, ansiedad
relacionada con el comportamiento (P < 0.01), discapacidad de aprendizaje espacial,
habilidad de aprendizaje (P <0.05) y coordinacion motora (P < 0.05) en comparacion con el
grupo de ratones no transgénicos de la misma dieta. Los ratones AD que recibieron una dieta
con 6% y 9% de nueces mostraron significantes mejoras en la memoria, habilidad de
aprendizaje, ansiedad y desarrollo motor en comparacion con el grupo de ratones control AD.
No hubo diferencias significativas entre los dos tratamientos con nueces, por lo cual cualquier
dosis de nueces sugieren tener un efecto benéfico en la reduccion del riesgo o lenta progresion
del AD. Por lo que se concluyd que una suplementacion (a largo plazo) con un 6% o 9% de
nueces en ratones transgénicos AD reducen significativamente el déficit de memoria y

aprendizaje comparado con ratones transgénicos AD control (Muthaiyah et al., 2014).

De igual manera, otros autores han evaluado los extractos de antioxidantes
administrados via intraperitoneal (cafeina, rutina y kaemperol) en el laberinto de agua de
Morris, probando el efecto de un extracto hidroalcoholico del Mate (llex paraguariensis)
sobre el aprendizaje a corto y largo plazo y la memoria en ratas en el laberinto de agua de
Morris. Ratas macho Wistar de 3 meses de edad y ratas macho jovenes de 25-30 dias fueron
utilizadas para realizar este experimento. Estos roedores fueron divididos aleatoriamente en
5 tratamientos, 1: control, 2: cafeina (10 mg/kg), 3: 62.5 mg/kg de extracto de mate; 4: 125
mg/kg del extracto de mate: 5: 250 mg/kg del extracto de mate. El extracto se realizd con las
hojas y los tallos de Ilex paraguariensis; estos fueron secados e inmersos en una solucion
hidroalcohdlica (1:1) y por ultimo se concentrd. El extracto hidroalcohdlico se administrd
por via intravenosa o por via oral. El extracto hidroalcohélico de llex paraguariensis moduld
significativamente el aprendizaje y la memoria de corto y largo plazo en ratas (Prediger et

al., 2008).
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2.9. Microbiota intestinal

El tracto intestinal humano se encuentra poblado por un gran nimero de especies de
bacterias que alcanzan concentraciones que oscilan desde 107 hasta 1012 células/ g de
contenido intestinal (intestino delgado hasta el colon). Esta comunidad microbiana se
desarrolla dentro de un huésped durante toda la vida al establecer relaciones simbioticas

mutualistas que favorecen su coexistencia (Sanz & Santacruz, 2008).

El tracto gastrointestinal es estéril en el ttero, pero se coloniza rapidamente al nacer,
principalmente a través del contacto materno. La cantidad y diversidad de bacterias aumenta
a lo largo de la primera infancia, y se estima que en la edad adulta el colon contiene bacterias
por gramo de contenido de colon (Caracciolo, Xu, Collins, & Fratiglioni, 2014). El genoma
del microbiota intestinal (microbioma) contiene al menos 100 veces mas genes del genoma

humano, lo que contribuye a la diversidad fisiologica humana (Sanz & Santacruz, 2008).

Recientes estudios demuestran que el microbiota intestinal desempefia un papel muy
importante en la vida y la salud del huésped al proteger en el metabolismo contra los agentes
patoégenos, los nutrientes, los medicamentos y en la absorcion y distribucion de la grasa
dietética; de igual manera, la microbiota ha sido relacionada en la relacion positiva a una
variedad de enfermedades, que incluyen obesidad, diabetes, enfermedad del higado graso no
alcoholico, autismo, esclerosis multiple y enfermedad cardiovascular (Borre et al., 2014;

Caracciolo et al., 2014; Santacruz et al., 2012).

En la actualidad los disefios de estrategias dietéticas para favorecer la prevalencia de
bacterias promotoras de la salud han aumentado, por la evidencia positiva sobre el microbiota
equilibrada y la salud humana. Estas nuevas estrategias incluyen la administracion de
prebioticos (ingredientes dietéticos no digeribles que permiten cambios, tanto en la
composicion como en la actividad del microbiota gastrointestinal que confieren beneficios a
la salud del huésped) y probidticos (microbios vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud al huésped) en forma de alimentos

funcionales, suplementos y productos farmacolédgicos (Sanz & Santacruz, 2008).
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2.9.1. Microbiota intestinal y su relacion con el Sistema Nervioso Central

Los efectos benéficos del microbiota intestinal estan bien documentados y recientes
estudios de investigacion sugieren que la microbiota puede influir en el Sistema Nervioso
Central, particularmente en el cerebro. La relacion directa de cerebro/ intestino / microbiota
representa una red compleja de comunicacion en la cual modulan las funciones inmunes, del
intestino y del sistema nervioso central en el cerebro (Borre et al., 2014; Desbonnet et al.,

2015).

Se ha publicado que la relacion de la microbiota intestinal con el Sistema Nervioso
Central abarca las ramas simpaticas y parasimpaticas del sistema nervioso autonomo, asi
como el sistema nervioso entérico y los sistemas neuroendocrinos y neuroinmunes (Borre et

al., 2014).

La idea de que el microbioma intestinal influye en la funcion cerebral se basa en la
larga observacion de que los antibidticos administrados por via oral mejoran la disminucion

de la funcién cognitiva en pacientes con encefalopatia hepatica (Caracciolo et al., 2014).

De igual manera en una investigacion realizada por Desbonnet y colaboradores
(2015), sobre la relacion de los antibidticos, microbiota y el cerebro en ratones, se concluyo
que el tratamiento cronico de los antibidticos bajaba la concentracion de microbiota en
ratones y a su vez aumentaron la ansiedad y los comportamientos cognitivos en estos

roedores.

Por otro lado, se ha visto que las dietas influyen directamente sobre la microbiota
intestinal, el cerebro y el desarrollo cognitivo en ratones utilizando el laberinto de agua de
Morris. Magnusson y colaboradores (2015) investigaron el efecto de dietas que pueden
conducir a cambios en la microbiota y contribuir a alteraciones en la ansiedad, memoria y
flexibilidad cognitiva en ratones. Se utilizaron 18 ratones macho, (60 d), C57BL/6 para la
realizacion de esta investigacion. Aleatoriamente fueron agrupados en tres tratamientos: el
primero con una dieta alta en grasa (42% grasa, 43% carbohidratos), el segundo con dieta
alta en azticar (12% grasa, 70 carbohidratos) y el ultimo con una dieta normal o control (13%

grasa, 62% carbohidratos). La dieta se administré durante 4 semanas. Al termino, del
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experimento, se mostraron algunas alteraciones en el microbioma de las dietas alta en grasa
y azucares en comparacion con el control (ejemplo Clostridiales). Los Lactobacillus
incrementaron significativamente en el grupo de la dieta alta en azlcar y el contenido de
Erysipelotrichales solo fue diferente en el grupo de la dieta alta en grasa. De igual manera,
los animales con aumento en cantidad de Lactobacillus por una dieta alta en azucares
tuvieron diferencias significativas en el menor desarrollo espacial en la memoria de corto y
largo plazo en el laberinto de agua de Morris en comparacion con el grupo control. Por lo
que algunas bacterias especificas dentro del microbiota podrian estar relacionados a la

funcidn cognitiva.

Existe informacion cientifica, que sugiere que los probioticos pueden regular la
respuesta al estrés, ansiedad y estados de animo en pacientes con fatiga cronica y sindrome
de intestino irritable. Siendo el Lactobacillus rhamnosus (JB-1) el principal microorganismo
que modula el sistema inmunolégico, previniendo la induccion de IL-8 por TNF-a en las
lineas de células epiteliales del colon humano y a su vez modulando la inflamacion a través

de la generacion de células T reguladoras (Bravo et al., 2011a).
2.9.2. La microbiota intestinal y su relaciéon con los antioxidantes

Por otro lado, la modulacién de la microbiota intestinal por el consumo de los
polifenoles ha sido un tema de atencion creciente por parte de la comunidad cientifica en los
ultimos afios. Algunos autores han llevado a cabo varios estudios, desde los enfoques
experimentales mas simples sobre el efecto de los polifenoles en el crecimiento de bacterias
intestinales aisladas hasta aproximaciones complejas que implican la microbiota intestinal
completa, ya sea en experimentos de fermentacion o mediante composiciones (Desbonnet et

al., 2015; Santacruz et al., 2012; Sanz & Santacruz, 2008).

Por lo tanto, se ha visto que los polifenoles de bajo peso molecular (estructuras
monoméricas y diméricas) pueden absorberse facilmente en el intestino delgado o en el colon
(polifenoles oligoméricos y poliméricos como los taninos condensados o hidrolizables).
Estudios recientes estiman que solo el 5-10% de la ingesta total de polifenoles se absorbe en
el intestino delgado, mientras que el resto de los polifenoles consumidos (90-95%) se

acumulan en el lumen intestinal, pasando por las actividades enzimaticas y por lo tanto, la
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microbiota colénica es la principal responsable de la descomposicion de las estructuras
polifendlicas en metabolitos fenolicos de bajo peso molecular y absorbibles, que podrian ser
los causantes de los efectos benéficos a la salud derivado del consumo de alimentos ricos en

polifenoles (Cardona et al., 2013; Duefias et al., 2015).

Sin embargo, a pesar de las revisiones, solo unas pocas especies bacterianas se han
identificado catalizando el metabolismo de los fendlicos, entre estas especies se encuentran

Escherichia coli, Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp., Bacteroides sp., Eubacterium sp.

(Cardona et al., 2013).

Por otra parte, el café es rico en acido clorogénico y sus metabolitos como éacido
cafeico, el cual ha sido estudiado por algunos autores, para investigar la relacion entre el
consumo de esta sustancia y la microbiota intestinal, ya que el café es absorbido en el

estomago e intestino delgado, sin embargo, es fermentado en el colon por la microbiota.

Cowan y colaboradores (2014) determinaron si el consumo crénico de café puede
mitigar las malas concentraciones de microorganismos en la microbiota inducidos por una
dieta alta en grasa, asi como el metabolismo de las ratas. Aleatoriamente fueron escogidas
40 ratas macho Sprague-Dawley para formar dos grupos. El grupo control consumi6 12%
kcal de grasa y el otro grupo 60% kcal de grasa (10 ratas a cada tratamiento). Cada grupo a
su vez fue dividido en dos grupos al primero se le administré agua y al segundo café durante
10 semanas. Al término de este tiempo, se reportd que el consumo de café en ratas con una
dieta alta en grasa estd asociada al decremento de peso corporal (P < 0.05), adipocitos (P <
0.05), triglicéridos en higado (P < 0.05) y energia consumida (P < 0.05) comparado con el
control, esto probablemente porque el consumo de café esta relacionado con la alteracion de
la sensibilidad a la insulina. El consumo de café atenu6 el incremento de proporcion de
Firmicutes (P <0.05), Bacteroidetes (P <0.05) y Clostridium (P <0.05) asociado con dietas
altas en grasas. De igual manera, el café incremento los niveles de acidos grasos de cadena
corta aromaticos y circulantes. Por lo que el consumo crénico de café (acido clorogénico)
tiene efectos protectores contra una dieta alta en grasas, siendo que estos efectos van desde

el metabolismo hasta la alteracion de la microbiota intestinal.
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En humanos que han consumido vino rojo durante 20 dias se ha presentado una
reduccion del género Clostridium, asociado a un alto consumo de polifenoles de la bebida.
Por otro lado, este género o algunas bacterias gram-positivas son mas sensibles a los efectos
de los polifenoles comparados con las bacterias gram-negativas debido a su estructura de la
membrana. Por lo que, se ha establecido la relacion entre polifenoles y la microbiota
intestinal, la cual a su vez es responsable de los efectos benéficos en la salud (Cueva et al.,

2013).
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3. JUSTIFICACION

Las zanahorias son buena fuente de fitoquimicos como los carotenos y compuestos
fenolicos. La ingestion de compuestos fendlicos se asocia con numerosos beneficios para la
salud.

El estrés abiotico postcosecha es un medio para mejorar el perfil nutricional de los
vegetales al aumentar la concentracion de compuestos fendlicos durante la respuesta al estrés.
Las zanahorias han servido para investigar los efectos del estrés abiotico posterior a la
recoleccion, tales como el estrés por corte, luz UV, atmodsfera modificada y fitohormonas.
Entre estas técnicas, el estrés por corte es el mas estudiado, ya que es el mas efectivo, rapido
y econdomico.

El estrés por corte activa la ruta metabdlica fenilpropanoide que genera derivados del
acido hidroxicinamico, principalmente 4cido clorogénico (AC). En las zanahorias tratadas
con estrés abiotico postcosecha, la concentracion de acido clorogénico es la mas alta entre
los compuestos fendlicos (~ 440-920 mg / kg).

Estudios in vitro y clinicos indican que el 4cido clorogénico tiene un impacto positivo
contra las enfermedades cronico-degenerativas. Ademas de los beneficios contra el sindrome
metabolico, los estudios de investigacion sugieren que los compuestos fendlicos pueden
mejorar el rendimiento de las neuronas y ayudar a prevenir la degeneracion neuronal del
envejecimiento. Sin embargo, hay pocos estudios de investigacion que evaluan los efectos
del AC en la salud neuroldgica, a pesar de que se ha reportado que este compuesto protege a
las células corticales del cerebro de rata contra el estrés oxidativo.

Por lo que, no existe ninguna investigacion que abarque desde la induccion del 4cido
clorogénico por estrés por corte en un alimento y el efecto que tiene en el metabolismo, la

microbiota, el desarrollo cognitivo y el cerebro en ratas.
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4. HIPOTESIS

“La papilla de zanahoria con alto contenido en acido clorogénico inducida por estrés por
corte tiene un efecto positivo sobre el metabolismo, microbiota y desarrollo cognitivo de

ratas Wistar”
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

Objetivo general

+ Evaluar el efecto de una papilla de zanahoria con alto contenido de acido clorogénico
aumentada por estrés por corte en el metabolismo y desarrollo cognitivo en ratas

Wistar

Objetivos particulares

+ Aumentar el contenido de acido clorogénico en una papilla de zanahoria por estrés de
corte y determinar su composicion proximal — fitoquimica

+ Determinar el efecto fisiologico de las papillas altas en acido clorogénico en ratas
Wistar

+ Analizar el efecto de la papilla alta en acido clorogénico sobre el desarrollo cognitivo
en ratas Wistar

+ Determinar el efecto de la papilla alta en 4cido clorogénico sobre la concentracion de
Lactobacillus spp. y bacterias totales en contenido intestinal

+ Determinar el efecto de la papilla alta en 4cido clorogénico sobre la concentracion de

ADN, ARN y mielina en los cerebros de las ratas
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Material vegetal y preparacion de las muestras

Las zanahorias (Daucus carota L.) utilizadas para la elaboracion de papillas fueron
adquiridas en un supermercado local (HEB, Monterrey, NL, México). La seleccion de las
muestras se realizd corroborando que no tuvieran dafios fisicos visibles. Las zanahorias
fueron lavadas y desinfectadas con agua clorada durante 5 min (200 ppm, pH 6.5 — 7) y al
termino, se cortaron los dos extremos manualmente con un cuchillo de acero inoxidable como

se observa en la Figura 6.

Figura 6. Preparacion de las muestras

6.2. Obtencion de las papillas de zanahoria

El estrés por corte se realiz6 utilizando un procesador de alimentos (Waring
Commercial, WFP11, Torrington, CT, USA); en el cual las zanahorias fueron cortadas en
forma de rodajas. Las zanahorias previamente cortadas, fueron colocadas en contenedores de
plastico de 19 litros (3 kilos por contenedor). Anterior a colocar las zanahorias, los
contenedores fueron desinfectados y en la parte inferior se colocod papel de toalla para
absorber la humedad como se muestra en la Figura 7. Las zanahorias cortadas se colocaron

dentro del contenedor y fueron incubadas (VWR, Radnor, PA, USA) a 15 °C durante 48 h.
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Figura 7. Zanahorias con estrés por corte

Posteriormente, las zanahorias pasaron por un proceso de escaldado a una temperatura
de 82 ° C por 6 min. Al terminar, las muestras se licuaron para la realizacion de las papillas

y se pasteurizaron a 85° C durante 10 min.

Por otro lado, la papilla de zanahoria control se obtuvo con un procesador de
alimentos, en el cual las zanahorias fueron cortadas en rodajas. Inmediatamente, las rodajas

fueron escaldadas (82° C, 10 min), licuadas y pasteurizadas (85° C, 10 min).

En ambos tratamientos después de la pasteurizacion, las papillas fueron enfriadas a
una temperatura de 20° C y se colocaron en tubos de 50 mL (aproximadamente 30 g de

papilla estresadas o control por tubo) y almacenadas a -80° C hasta su posterior utilizacion.

6.3. Caracterizacion proximal de papillas de zanahoria

La caracterizacion quimica nutricional de las papillas de zanahoria se realizd por
normas oficiales y metodologias oficiales de la AOAC: Proteinas (Nmx-F608-Normex-
2011), Grasas (Nom-086-SSA-1-1994), fibra dietética insoluble (AOAC 991.42), fibra
dietética soluble (AOAC 993.19), fibra dietética total (AOAC 985.29), cenizas totales (Nmx-
F-607-Normex-2013), Humedad (Nom-116-SSA-1-1994). Todos los resultados fueron

expresados en porcentaje en base humeda.
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6.4. Colorimetria en papillas de zanahoria

El color de las papillas se determin6 colocando 10 g de papilla de zanahoria en un
colorimetro Hunter Labscan modelo 5100, en el cual se realizaron las mediciones por

triplicado.

6.5. Caracterizacion fitoquimica de papillas de zanahoria
6.5.1. Extraccion y Cuantificacion de Fendlicos

La extraccion y cuantificacion de los compuestos fenolicos se llevo acabo de acuerdo
con lo descrito por Santana-Gélvez y colaboradores (2016) con algunas modificaciones. La
extraccion de fendlicos se realiz6 homogenizando 5 g de muestra fresca y 20 mL de metanol.
Esta mezcla se centrifugo6 a 12,000 g durante 15 minutos (4° C). Los extractos fueron filtrados

a través de una jeringa con filtro (0.45 um, VWR).

El perfil de fenolicos se determiné inyectando 10uL del extracto de muestra a un
HPLC-DAD (Agilent Technologies, 1260 Infinity, Santa Clara, Ca, USA) usando una
columna fase reversa C18 (250 x 4.6 mm, tamafo de particula: Sum, Luna, Phenomenex
Torrance, CA, USA). Las fases moviles utilizadas consistieron en agua (fase A) y metanol
60% (fase B), ambas ajustadas a un pH de 2.4 con 4cido ortofosforico). Los fenolicos se
detectaron a 320 nm. La informacion cromatografica fue procesada con el software
OpenLAB CDS ChemStation (Agilent Technologies). Las determinaciones fueron realizadas

por triplicado y los resultados fueron expresados como mg/kg en base seca.
6.5.2. Extraccion y Cuantificacion de Carotenos

La extraccion de carotenos y cuantificacion se llevd acabo de acuerdo con lo
publicado por Santana-Galvez y colaboradores (2016) con algunas modificaciones. Las
extracciones se realizaron en condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente. A 2 g de
muestra fresca se le agregaron 25 mL de acetona grado HPLC con 0.1% BHT (w/v) y esta
mezcla fue homogenizada durante 30 segundos. El homogenizado fue filtrado por medio de

vacio (Whatmann No. 1). El filtrado fue recolectado y transferido a un matraz. Este
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procedimiento se repitid cuatro veces mas. Los extractos fueron filtrados con una jeringa y
un filtro (0.45 pm, PTFE, Millipore, Billerica, MA, USA) y posteriormente se colocaron en

viales con nitrégeno para prevenir la oxidacion de los carotenos.

El perfil de carotenos se determin6 inyectando 25 pL en un HPLC-DAD (Agilent
Technologies, 1260 Infinity Santa Clara, CA, USA), utilizando una columna fase reversa
C30 (150 x 4.6 mm, 3 pm, YMC, Wilmington, NC, USA). Las fases mdviles consistieron en
metanol 50%, MTBE 45% y agua 5%. Los carotenoides se detectaron a 450 nm. La
informacion cromatografica fue procesada con el software OpenLAB CDS ChemStation
(Agilent Technologies). Las determinaciones fueron realizadas por triplicado y los resultados

fueron expresados como mg/kg en base seca.

6.6. Bioensayo con ratas

El protocolo experimental de este bioensayo fue revisado y aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Biologia de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén (CEIBA-2018-

031). El experimento se realiz6 en dos generaciones de ratas Wistar.

Primer Generacion: Veinticuatro ratas Wistar recién destetadas (24 -30 dias de nacidas) con
un peso promedio de 40-50 g fueron asignadas aleatoriamente a 3 tratamientos. Cada grupo
fue alimentado con una diferente dieta como se muestra en la Tabla 5. Los grupos contaban
con & ratas de las cuales, se colocaron 4 hembras y 4 machos por tratamiento. La dieta de los
tres grupos de ratas fue realizada por dia, para evitar la degradacion de los compuestos
fendlicos. Las papillas de zanahoria se descongelaban antes de la preparacion del alimento,
y al estar a temperatura ambiente se realizaba el alimento. El sobrante de las papillas fue

desechado al terminar la formulacidon del alimento.
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Tabla 5. Tratamientos y dieta

Etiqueta % AIN-76 Dieta % Puré de zanahoria Tipo de puré
Papilla con estrés por corte 90 10 Estresada por corte
Papilla control 90 10 No estresada
Dieta AIN-76 100 - -

Los roedores fueron colocados individualmente en jaulas de acero inoxidable, bajo
condiciones ambientales controladas (21 °C con periodos de luz y oscuridad alternados cada
12 h). El agua se proporcioné ad libitum y el alimento se restringi6 a 30 g por dia. Los pesos
del alimento ingerido fueron registrados por dia por cada rata individualmente a la misma
hora en una bascula digital. El contenido de la dieta a base de caseina AIN-76 se encuentra

descrito en la Tabla 6.

Tabla 6. Contenido de Dieta AIN-76

Ingrediente Contenido en 100 g
Azucar 50¢g
Caseina 20g
Almidon 15¢g
Aceite de Maiz 5g

Celulosa 5g
Mineral Mix* 35¢g
Vitamin Mix® lg

Composicion (g/kg) * Fosfato de calcio dibasico 500.0, cloruro de sodio 74.0, citrato de potasio 220.0, sulfato
de potasio 52.0, 6xido de magnesio 24.0, carbonato de manganeso (43—48%) 3.5, citrato férrico (16—17%
Fe) 6.0, carbonato de zinc (70% ) 1.6, carbonato cuprico (53—-55%) 0.3, yodato de potasio 0.01, selenito de
sodio 0.01, sulfato de potasio 2.12 y cromo 0.55. ° (por kg de mezcla) Tiamina 600 mg, riboflavina 600 mg,
piridoxina 700 mg, 4cido nicotinico 3 g, pantotenato de calcio D 1.6 g, 200 mg de acido folico, 20 mg de D-
biotina, cianocobalamina 1 mg, 120,000 equivalentes de retinol, 5,000 UI de actividad de vitamina E,

colecalciferol 2,5 mg (100,000 UI) y menaquinona 5,0 mg.

El primer grupo recibié una alimentacion con 90% de dieta AIN-76 mas un 10% de
papilla de zanahoria estresada o con alto contenido de acido clorogénico (p/p), mientras que
el segundo grupo consumi6 una dieta con un 90% de AIN-76 y un 10% de papilla de

zanahoria no estresada o control y el ultimo tratamiento fue el grupo control, quien recibio
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una dieta balanceada a base de caseina y con todos los requerimientos necesarios para un

crecimiento Optimo (AIN-76).

El peso de las ratas fue determinado individualmente por semana para el analisis de
peso corporal obtenido durante la investigacion y esté pardmetro fue registrado hasta el dia

del sacrificio.

Treinta dias después de que las ratas comenzaran con su alimentacion correspondiente
a su tratamiento, los roedores fueron preparados y aclimatados para la realizacion de las
pruebas del laberinto de agua de Morris, las cuales fueron divididas en cuatro: Memoria de
corto plazo, memoria de largo plazo, memoria de trabajo y desempefio de aprendizaje.
Durante las pruebas, las ratas fueron alimentadas de la misma forma que los primeros 30

dias.

Al finalizar las pruebas del laberinto de agua de Morris (30 dias después), las ratas
hembra se colocaron en jaulas colectivas junto con 2 machos de su tratamiento para su
reproduccion durante 10 dias, al finalizar los 10 dias se colocé a otro macho de su mismo

grupo por 10 dias més. Esta situacion se efectud con todas las hembras de cada tratamiento.

A continuacion, las hembras prefiadas se colocaron individualmente en jaulas de

maternidad y los machos regresaron a sus jaulas individuales de acero inoxidable.

El parto de las ratas se registrd aproximadamente 27 dias después. Las crias se
mantuvieron en un periodo de lactancia alrededor de 20 - 25 dias aproximadamente. Al
concluir la lactancia, se determind el nimero de hembras y machos de cada camada y se
registrd el nimero de crias sobrevivientes. Posteriormente, se escogieron al azar y por peso
promedio crias de cada tratamiento para la continuacion del estudio de la segunda generacion

de ratas.

Las hembras y machos de la primera generacion y las crias que no entraron en la
siguiente investigacion fueron sacrificadas con puncion intracardiaca. Durante el sacrificio

los roedores fueron anestesiados con pentobarbital sédico (40 mg/kg) por via intraperitoneal.
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Al término del sacrificio, la sangre de las ratas de la primera generacion fue

recolectada y el plasma fue obtenido por centrifugacion a 3.306 x g durante 15 minutos a 4°
C.

Posteriormente el plasma fue colocado en tubos Eppendorf de 400 uL y almacenado
a-20° C hasta su analisis. El Intestino delgado y el cerebro fueron extraidos quirtirgicamente
y se colocaron en contenedores de 60 mL de boca ancha, herméticos y estériles. Las muestras

se colocaron a -20° C hasta su analisis posterior.

Segunda generacion: Ratas Wistar recién destetadas de cada grupo fueron seleccionadas al
azar y por peso promedio de cada grupo (40 — 50 g) para la siguiente generacion. Cada grupo
fue alimentado durante 30 dias con su dieta respectiva como la primera generacion (tabla 5).
El grupo control y el grupo con la papilla alta en 4cido clorogénico se conformaron de 4

hembras y 4 machos, mientras que el grupo con papilla control tuvo 2 hembras y 2 machos.

Los roedores fueron colocados individualmente en jaulas de acero inoxidable, bajo
condiciones ambientales controladas (21 °C con periodos de luz y oscuridad alternados cada
12 h). El agua se proporcioné ad libitum y el alimento se restringi6 a 30 g por dia. Los pesos
del alimento ingerido fueron registrados por dia por cada rata individualmente a la misma
hora en una bascula digital. El grupo control recibi6 una dieta balanceada a base de caseina
y con todos los requerimientos necesarios para un crecimiento éptimo (AIN-76), el grupo
dos ingirié 90% de una dieta AIN-76 y el 10% (p/p) con papilla de zanahoria control o no
estresado y por ultimo el tercer grupo recibid una dieta del 90% AIN-76, més un 10% (p/p)

de papilla de zanahoria estresada o alta en acido clorogénico (AC).

Se determiné el peso de las ratas individualmente por semana para el analisis de
crecimiento y esté parametro se registrd hasta el dia del sacrificio. Al terminé de los 30 dias
de su alimentacion correspondiente, las ratas fueron preparadas y aclimatadas para las

pruebas de desarrollo cognitivo del laberinto de Morris durante 30 dias aproximadamente.

Las ratas de la segunda generacion fueron sacrificadas con puncién intracardiaca.
Durante el sacrificio los roedores fueron anestesiados con pentobarbital sodico (40 mg/kg)

por via intraperitoneal. Al término del sacrificio, la sangre de las ratas de la segunda
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generacion fue recolectada y el plasma fue obtenido por centrifugacion a 3.306 x g durante
15 minutos a 4° C. Posteriormente el plasma fue colocado en tubos Eppendorf de 400 pLy
almacenado a -20° C hasta su analisis. El Intestino delgado y el cerebro fueron extraidos
quirargicamente y se colocaron en contenedores de 60 mL de boca ancha, herméticos y

estériles. Las muestras se colocaron a -20° C hasta su anélisis posterior.

6.7. Determinacion de Glucosa, Colesterol y Triglicéridos en plasma

La glucosa, colesterol y triglicéridos se determinaron con la adiccién de 100 pLde
muestra al equipo de espectrofotometria COBAS INTEGRA 400 Plus (Laboratorios Roche,
Suiza) con kits de tests clinicos. Las determinaciones se realizaron por duplicado y los

resultados fueron expresados en mg/dL

6.8. Determinacion de antioxidantes en plasma
6.8.1. Extraccion de antioxidantes en plasma

Las muestras de plasma fueron descongeladas lentamente y homogenizadas
gentilmente en un vortex. La separacion de las proteinas en plasma se realiz6 acidificando
las muestras, agregando el volumen de muestra igual al volumen de 4cido perclérico al 0.5M
(1:1) y centrifugando a 14 rpm durante 15 minutos. Se recuperaron 100 uL de sobrenadante
y se agregaron 900uL de buffer de fosfato 7SmM (pH 7.4) a un tubo Eppendorfde 2 mL. Las

muestras fueron guardadas a -20 °C hasta los andlisis posteriores.
6.8.2. Determinacion de capacidad antioxidante en plasma por el método ORAC

La capacidad antioxidante en plasma fue determinada con el método de capacidad de
absorcion del radical oxigeno (ORAC), previamente descrito por Huang y colaboradores
(2002). Se mezclaron 207 mg de 2,2 -azobis (2-amidinopropano) (AAPH) en 5 mL de una

solucion amortiguadora de fosfato 75 mM (pH 7.4) (solucion 1). Por otro lado, se diluyd una
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solucion de fluoresceina al 4.19 mM con la solucién amortiguadora de fosfato 75 mM (pH

7.4), y se mantuvo en condiciones en la obscuridad a 4 °C (aluminio) (solucion 2).

A una placa negra de 96 pozos se agregaron 25 plLde muestra, blanco y la curva
estandar de Trolox + 150 pl de fluoresceina (previamente diluida) como proteina oxidable y
se incubaron a 37°C durante 30 minutos, a continuacion, se agregd el 2,2’-azobis (2-
amidinopropano) como generador de radicales libres y se realizaron lecturas de fluorescencia
cada 2 minutos hasta completar 31 lecturas. La incubacion y determinacion se realizoé en un

lector de fluorescencia en microplatos Synergy 2 HT, Bio-Tek (USA).

Los resultados de la curva estandar y las muestras fueron determinados por el
Software Gen 5 (Biotek) incorporado al lector de microplatos. Las determinaciones se
realizaron por triplicado y los resultados fueron expresados como equivalente de Trolox en

umol—1 mg.
6.8.3. Determinacion de glutation S-transferasa (GST) en plasma

La determinacion de la actividad de glutation S-transferasa en plasma fue realizada
de acuerdo con lo descrito por Wilce y Parker (1994) con leves modificaciones. Para la
realizacion de este ensayo se utilizé un buffer Dubelco (DPBS) pH 7.2, que fue elaborado
agregando 800 mg de Cloruro de Sodio, 115 mg de fosfato disoédico, 20 mg de Cloruro de
Potasio, 20 mg de fosfato de monopotasio, 10 mg de Cloruro de Calcio y 10 mg de Cloruro

de Magnesio a un matraz aforado de 100 ml para su posterior aforacion con agua bidestilada.

Elinicio de la reaccion de la GST fue realizado agregando 300ul de mezcla de sustrato
con glutation L reducido (200 mM) y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB, 100mM) en el
buffer Dubelco previamente preparado y 10 pl de extracto enzimatico. La absorbancia fue
registrada a 340nm por cada 1 min durante 10 min en un lector de microplacas (EIx800,
Biotek) por el Software GenS5. Los resultados de la actividad de GST en plasma se obtuvieron
por el promedio del triplicado de cada extracto y se expresaron como pmol—1 min—1 mg
protein—1, usando el coeficiente molar de extincion de 9.6 mM -1 cm -1 para 1-cloro-2.4-

dinitrobenceno.
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6.8.4. Determinacion de actividad Superéxido Dismutasa (SOD) en plasma

La actividad de superdxido dismutasa en plasma fue medida por espectrofotometria
por el método previamente descrito por Peskin & Winterbourn (2000). Para la realizacion de
la reaccion, se utilizé un buffer de muestra 50 mM Tris-HCL (pH 8.0) para diluir la xantina
oxidasa (Sigma X1875-SOUN), las muestras y los estandares de SOD antes de realizar el
ensayo. De igual manera se utiliz6 un buffer de ensayo 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) + 0.1 mM
de acido dietilen triamin pentacético y 0.1 mM de hipoxantina para diluir el detector de
radicales, el cual contenia una solucién de sal de tetrazolium (Cayman Chemical, Cat. #

706004).

La reaccion de SOD fue determinada en un microplatos y consistio en 200 pl de una
solucién de sal de tetrazolium, 50 mM de buffer de ensayo (0.1 mM de acido dietilen triamin
pentacético y 0.1 mM de hipoxantina) y 10 pL de extracto enzimatico. La reaccion inicio
afiadiendo 20 uL de xantina oxidase en 50 mM de buffer de muestra, catalizando la liberacion
de los radicales superdxidos y capturados por la sal de tetrazolium. La cuantificacion se
determind a 450nm. La concentracion de radicales fue inversamente proporcional a la
actividad de superoxido dismutasa en las muestras. La concentracion de la actividad fue
determinada por el porcentaje de inhibicion de la xantina oxidasa. Las determinaciones se
realizaron por triplicado y los resultados fueron expresados como equivalente de Trolox en

umol—1 mg.

6.9. Analisis de memoria y desempeiio de aprendizaje

El andlisis de memoria y desempeiio de aprendizaje se realizo por medio del laberinto
de agua de Morris de acuerdo con la metodologia usada por Morris (1984) con leves
modificaciones. La prueba consistié en un tanque circular (azul) de 2 m de didmetro y 0.8 m
de altura. Esté tanque se lleno con agua tefiidda con colorante azul, para ocultar la plataforma
de 20 x 20 x 69 cm que fue situada a 1 cm de profundidad del agua. En la parte exterior del
tanque se colocaron objetos visibles, con la intension de que las ratas pudieran reconocer el

espacio. El tanque se dividio en cuatro cuadrantes imaginarios: sureste, suroeste, noreste y
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noroeste. Las ratas tuvieron un periodo de adaptacion al agua, en donde aprendieron a nadar

y se acostumbraron a nadar, con el fin de que no hubiera alteraciones en los resultados.

A continuacion, se realizaron pruebas de memoria y desempefio de aprendizaje, en el
cudl consistieron en la medicion del tiempo en el que la rata nadaba para localizar la
plataforma (latencia) y el nimero de errores que cometia la rata al entrar a un cuadrante
imaginario incorrecto. Todos los errores y la latencia se registraron durante cada prueba
individualmente por tratamiento. Las pruebas cognitivas se realizaron de acuerdo con lo

descrito por Amaya-Guerra y colaboradores (2006) con algunas adaptaciones.
6.9.1. Memoria de Corto Plazo

Estad prueba consistio en la instalacion de la plataforma en el cuadrante noroeste e
introduciendo a las ratas desde el punto este. La primera vez de la prueba se situ6 a la rata en
la plataforma alrededor de 60 segundos para que se familiarizara con el entorno. La prueba
comenzo a registrarse con la colocacion de la rata en el punto este y se dejo que nadara hasta
encontrar la plataforma; si pasaban 120 segundos y la rata lo encontraba la plataforma, se
regresaba a colocar el roedor en la plataforma unos 20 segundos para que reconociera el
lugar. Se realizaron 20 pruebas consecutivas durante 1 dia, determinando la latencia y el

numero de errores para registrar la memoria de corto plazo.
6.9.2. Memoria de Largo Plazo

La prueba de punto de salida constante a intervalos mayores de tiempo mejor
conocida como memoria de largo plazo se realizé 3 dias después de la prueba de memoria de
corto plazo. La técnica usada fue similar a la utilizada en la memoria de corto plazo a
diferencia de que se realizaron cuatro pruebas por dia. Las pruebas se efectuaron durante dias
seguidos y observando el promedio de latencia por tratamiento que fuera igual o inferior a

10 segundos durante 2 dias consecutivos.
6.9.3. Memoria de Trabajo

La prueba de punto de inicio variable mejor conocida como memoria de trabajo

consistio en 6 repeticiones diarias durante 3 dias consecutivos. El punto de inicio se
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encontraba en el sector este en las pruebas 1, 2, 4 y 5, mientras que en la prueba 3 y 6 hubo
un cambio de punto de inicio en el siguiente orden: 3 (oeste) y 6 (noreste) conforme a lo

descrito por Amaya- Guerra y colaboradores (2006) con algunas modificaciones.
6.9.4. Desempeiio de Aprendizaje

En la altima prueba se evalu6 el desempeio de aprendizaje. La plataforma sumergida
se movio 180 © de su posicion original. Las ratas comenzaron en la posicion norte (plataforma
en el sur). La ubicacion de la plataforma se giré posteriormente hacia el sur, este y oeste del
tanque de agua, y el punto de entrada de la rata se movié en consecuencia. Cada ensayo se
repitid cuatro veces durante tres dias consecutivos. Como en el caso de las pruebas de

memoria a largo plazo, se registraron la latencia y el error para cada individuo.

6.10. Determinacion de Lactobacillus spp. y Bacterias Totales
6.10.1. Extraccion de ADN en contenido intestinal en ratas Wistar

El contenido intestinal de las ratas fue removido quirGirgicamente del intestino
delgado y homogenizado con agua peptonada 1:10 (p/v) en una campana de extraccion

esteéril.

La extraccion de ADN se realizd con el Kit DNeasy Clean Microbial (QIAGEN,
6MBH, QIAGEN STRASSEL, Hilden, Germany). Se agregd 1.8 mL del homogenizado a un
tubo de 2 ml y se centrifugo a 10,000 g por 30 segundos a temperatura ambiente. Se descarto
el sobrenadante y se centrifugd de nuevo a las mismas condiciones. A continuacion, se
resuspendid el contenido final del tubo en 300 uL de solucion powerbead y se mezclod
gentilmente. Esta mezcla se traspasé a otro tubo al cudl se le agregaron 50uL de solucion SL
y se realiz6 un tratamiento térmico a 90° C durante 10 minutos. Posteriormente se colocaron
los tubos horizontalmente en un Vortex a velocidad maxima por 10 minutos. Al término, se
transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo de 2 mL y se agregaron 100 pL de solucion IRS y
se mezclo en el Vortex por 5 segundos, para incubarlo a una temperatura de 4° C durante 5

minutos.
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Consecutivamente se centrifugaron los tubos a 10,000 g por 1 minuto a temperatura
ambiente, para la transferencia del sobrenadante a un tubo de 2 mL nuevo. Se agregaron
900uL de solucion SB y se mezclo durante 5 segundos. A continuacion de afiadieron 700puL
de la mezcla a una columna MB Spin y se centrifugd a 10,000 g por 30 segundos y se descartd
el sobrenadante. Este paso se realizo 3 veces. Posteriormente se anadieron 300pul1 de solucién
CB y se centrifugd durante 30 segundos a 10,000 g, al termino se descartd el sobrenadante y
se centrifugd a 10,000 g por 1 minuto. Al término, se coloco una columna especial MB en
un tubo nuevo de 2 mL y se agregaron 50 pl de solucion EB (Elucion) en el centro del filtro
de la membrana, centrifugando a 10,000 g durante 30 segundos a temperatura ambiente. Por
ultimo, se descartd la columna MB y el DNA que quedé en el tubo de 2 mL. El DNA se

guard6 a una temperatura de -20° C.
6.10.2. Cuantificacion de Lactobacillus spp. y Bacterias Totales

La cuantificacion de Lactobacillus spp. y bacterias totales se realiz6 por medio de una
PCR cuantitativa en tiempo real. Se utilizaron primers especificos para cada grupo de
bacterias (Tabla 7). La deteccion y amplificacion se efectudé por un Rotor-Gen R6-3000,
QIAGEN.

Tabla 7. Primers utilizados para la secuenciacion de ADN de Lactobacillus spp. y bacterias totales

Bacterias Primers Secuencia

Lactobacillus spp. Forward AGCAGTAGGGAATCTTCCA
Reverse ATTYCACCGCTACACATG

Bacterias totales Forward TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGC
Reverse CCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

Liu et al., 2013

Para cada reaccion se mezclaron 7uL de agua grado molecular, 1.25uL del primer
forward, 1.25uL del primer reverse, 12.5 pL de Syber Green PCR Master Mix y 3uL de

ADN; para la formacion de una mezcla de 25 pL.

6.11. Determinacion de Mielina en cerebros de ratas
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El cerebro y cerebelo de las ratas fueron extraidos quirtirgicamente en una campana
de extraccion. Se determiné el peso de las muestras por medio de una balanza analitica

(VE204-B) antes de que se realizaran las determinaciones.

La determinacioén de la mielina se realizd de acuerdo con lo descrito por Folch y
colaboradores (1957) con algunas modificaciones. Para esta determinacion se utiliz6 la mitad
del cerebro y cerebelo. Estos organos fueron mezclados con solucion de
cloroformo/metanol/agua 8:4:3 (v/v/v). A esta mezcla se agregd hidroxitolueno butilado
(0.02 g/L) para prevenir la oxidacion lipidica. Posteriormente, las muestras fueron diluidas
(1:10) y homogenizadas en una solucion de sucrosa (0.8 mol/L) y centrifugadas a 12,000 rpm
durante 70 min. El sobrenadante fue recuperado y resuspendido en 30 mL de agua destilada.
Las muestras fueron colocadas en hielo y agitadas manualmente durante 20 min. La
centrifugacion seguida del lavado se realizd dos veces mas y por Ultimo el extracto final se
seco en una incubadora del vacio (Modelo 1400 E; VWR, West Chester, PA, EE. UU.) a 60
°C. Las muestras secas fueron pesadas en una balanza analitica (Folch, Lees, & Sloane

Stanley, 1957).

6.12. Determinacion de ADN y ARN en cerebros de ratas

El tejido de cerebro (0.5 g) se resuspendio en una solucion de acido tricloroacético
(TCA; 50% v/v) y se centrifugd a 2,500 rpm durante 20 min. El sedimento fue recolectado y
resuspendido en 2.0 mL de 5% (v/v) de TCA y se sumergid durante 30 min en un bafio de
agua hirviendo. Los tubos fueron centrifugados a 2,500 rpm durante 15 min (Morse & Carter,
1949). El sobrenadante fue recolectado y la determinacion de AND y ARN se realiz6 por
colorimetria (Dische, 1993). A continuacion, se mezcl6 una alicuota (1.2 mL) con 2.4 mL de
Orcinol y se coloco en un bafio de agua hirviendo durante 15 min. Las muestras se enfriaron
y se midi6 la absorbancia a 665 nm para determinar el contenido de ARN. Para la
cuantificacion de ADN, se agregaron 320 puL de difenilamina a cada muestra. La mezcla se
incubo a 37 ° C durante 4 h, y la absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 600 nm en
un espectrocolorimetro Spekol (VEB-Carl Seizz, Jena, Alemania) (Dische, 1983; Morse &
Carter, 1949).
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6.13. Analisis estadistico

El promedio y desviacion estdndar de la concentracion de los compuestos
fitoquimicos, latencia y errores en el laberinto de agua de Morris, parametros fisioldgicos, el
contenido de Lactobacillus spp., bacterias totales, concentraciéon de mielina, ADN y ARN
fue analizada con un Andlisis de Varianza (ANOVA) de un solo factor con el Software SPSS
(v22). La prueba de Tukey fue utilizada para realizar la comparacion de medias entre los
tratamientos y determinar las diferencias. Los analisis estadisticos de los resultados fueron

realizados con 0.05 de significancia.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Caracterizacion proximal de papillas de zanahoria

La composicion proximal de las dos papillas analizadas se muestra en la Tabla 8. La
composicion de carbohidratos de la papilla de zanahoria control y la papilla de zanahoria alta
en acido clorogénico fue muy similar entre ambas, ya que presentaron contenidos de 6.77%
y 7.63% respectivamente. Estos valores obtenidos concuerdan con lo publicado por Datt y
colaboradores (2012), donde mencionan que los carbohidratos de la zanahoria ocupan

porcentajes de 5 a 10% en peso total del vegetal.

Tabla 8. Composicion proximal de las papillas de zanahoria

Determinacion Papilla de zanahoria Control Papilla de zanahoria alta en acido
clorogénico
Carbohidratos (%) 6.77 £ 0.19a 7.63+0.21a
Grasa (%) 0.29+0.01a 0.27 £0.02a
Proteinas (%) 0.59 £ 0.03a 0.59 +£0.03a
Ceniza (%) 0.54 +£ 0.04a 0.48+0.01a
Fibra dietaria insoluble (%) 1.38+0.57a 1.33+0.38a
Fibra dietaria soluble (%) 1.19+£0.51a 1.31 £ 0.45a
Fibra dietaria total (%) 2.57+£0.16a 2.64 £ 0.47a

Valores expresados como promedio de las determinaciones por duplicado y su desviacion estandar. Las letras

diferentes en la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

De igual manera, las concentraciones de grasa y proteinas en las dos papillas de
zanahoria analizadas no mostraron variabilidad entre ambas (grasa: 0.27% y 0.29% /
proteina: 0.59% y 0.59%) y contienen valores bajos de estos macro nutrimentos como se
esperaria, ya que la zanahoria es un vegetal que aporta en su mayoria agua (90% - 95%) y

carbohidratos (Chavez Muiioz, 2010; Haq et al., 2016; Singh et al., 2001; Soria et al., 2009).
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Asi mismo, estos valores obtenidos de grasa y proteina en las papillas de zanahoria
concuerdan con otros autores donde mencionan que el contenido de grasa y proteina en la
zanahoria abarca porcentajes de 0.2% y 0.5% en el peso total del vegetal respectivamente

(Chavez Munoz, 2010; Datt et al., 2012).

El contenido de ceniza en un alimento representa la medida total de los minerales. En
las papillas analizadas se encontraron niveles de 0.54% de papilla de zanahoria control de y
0.48% de la papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico, sin embargo, las diferencias entre
ambas papillas no fueron significativas, pero concuerdan con lo publicado con Datt y
colaboradores (2012) quienes reportan una concentracion de 0.5% - 0.6% de cenizas en
zanahorias. Las zanahorias se caracterizan por ser buena fuente de minerales comparado con
otros vegetales como el tomate, el cual tiene concentraciones bajas de calcio, magnesio,

potasio y hierro en comparacion con las zanahorias (Chavez Muioz, 2010).

Por otro lado, no hubo diferencia significativa en el contenido de fibra total (FT) de
las papillas de zanahoria analizadas, ya que la papilla de zanahoria control presentd un
porcentaje de 2.57% y la papilla de zanahoria alta en &cido clorogénico tuvo una
concentracion de 2.64%. Por consiguiente, los porcentajes de fibra soluble (FS) e insoluble
(FT) fueron muy similares en las dos papillas analizadas, ya que la papilla de zanahoria
control mostr6 contenidos de 1.38 de FI y 1.19 de FS, mientras que la papilla de zanahoria

alta en 4cido clorogénico tuvo niveles de 1.19 de Fl y 1.31 de FS.

La literatura determina que la zanahoria contiene en mayor proporcioén celulosa,
hemicelulosa y lignina como fibra soluble y la pectina como fibra insoluble (Datt et al.,
2012). Santana y colaboradores (2016) reportaron porcentajes mas altos en FT (2.8 — 3.4%)
y FI (1.8 — 2.5%) en zanahorias, sin embargo, las concentraciones de FS (0.8 — 0.9%) se
encuentran por debajo de lo analizado por nosotros. No obstante, las zanahorias son un
vegetal con alta aportacion de fibra dietaria en comparacion con otros vegetales. Existen
reportes del consumo de fibra y los efectos positivos sobre enfermedades metabdlicas,
cardiovasculares, control de peso y sindrome metabolico (Sadiq Butt, Tahir-Nadeem, Khan,
Shabir, & Butt, 2008). Estos efectos se asocian a las propiedades fisicoquimicas de la fibra
dietética, las cuales son: la capacidad de retencion de agua, viscosidad y fermentacion

(Wildman, 2006).
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7.2. Colorimetria en las papillas

Los valores de colorimetria de L*, a, b de las papillas analizadas se muestran en la
Tabla 9. La papilla de zanahoria control contiene un nivel mas alto significativamente de L*
(46.13) en comparacion con la papilla de zanahoria estresada (46.08). Esta reportado que los
valores de luminosidad (L*) en las zanahorias cortadas disminuyen continuamente a lo largo
de su vida util (Talcott & Howard, 1999), esto concuerda con nuestros resultados, ya que las
papillas de zanahoria con estrés por corte, permanecieron 48 h en incubacion. La papilla de
zanahoria que presento estrés por corte obtuvo niveles mas bajos significativamente en los
valores de a (30.83) y b (42.94) comparados con el control que presentd niveles de 34.27 y

47.59 respectivamente.

Tabla 9. Colorimetria en papillas de zanahoria (Lab)

Valor Papilla de zanahoria control Papilla de zanahoria alta en P-Valor

acido clorogénico

L 46.13+ 0.0 46.08 + 0.0 0.030
a 3427+0.0 30.83+0.0 0.00
b 47.59+0.0 4294+ 0.0 0.00

Valores expresados como promedio de las determinaciones por triplicado y su desviacion estandar. Las

letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

En una investigacion realizada por Talcott & Howard (1999) se demostr6 que el valor
a y b son afectados directamente por la concentracién de compuestos fenolicos en purés de
zanahoria. A mayor cantidad de fenolicos menor es el valor de a y b. Esta misma situacion
se presenta en nuestros resultados de colorimetria en las papillas de zanahoria, ya que la

concentracion de compuestos fendlicos es diferente entre ambas papillas.

7.3. Caracterizacion fitoquimica de las papillas de zanahoria
7.3.1. Compuestos fenolicos en papillas de zanahoria

El 4cido clorogénico, el 4cido p-cumadrico (p-CA) y un derivado del 4cido p-cumadrico
(p-CADA) fueron los compuestos fendlicos detectados en las dos papillas de zanahoria. El

acido clorogénico fue el fendlico que se encontré en mayor proporcion en las dos papillas,
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seguido por el acido p-cumarico y en menor cantidad se present6 el derivado de acido p-
cumarico. Esto concuerda con algunos autores quienes reportan que los principales
compuestos fenolicos de la zanahoria son los 4cidos hidroxicindmicos, siendo el acido
clorogénico en que se encuentra en mayor proporcion en este vegetal, seguido por otros
compuestos como el acido p-cumarico (Arscott & Tanumihardjo, 2010; Datt et al., 2012;

Dias, 2014; Bernadeth B. Surjadinata & Cisneros-Zevallos, 2012).

Los valores de fendlicos que presentd la papilla de zanahoria control fueron 522
mg/kg de 4cido clorogénico, 64 mg/kg de acido p-cumarico y 12 £ 1 mg/kg del derivado de
acido p-cumarico como se muestra en la Tabla 10. La concentracion de 4cido clorogénico en
las zanahorias abarca desde 45 mg/kg hasta 52 mg/kg, esto coincide con el contenido de este
compuesto en la papilla de zanahoria control (Bernadeth B. Surjadinata & Cisneros-Zevallos,
2012). De lo contrario, los valores de 4cido p-cumarico y el derivado de 4cido p-cumadrico
que se obtuvieron en los analisis de la papilla de zanahoria control son menores a los
encontrados por Santana y colaboradores (2016) quienes reportan que las zanahorias frescas
tienen concentraciones de 95 mg/kg de acido p-cumarico y 159 mg/kg del derivado de acido

p-cumarico.

Tabla 10. Compuestos fendlicos de las papillas de zanahoria

Compuesto fenodlico Papilla de zanahoria control Papilla de zanahoria alta en acido

clorogénico (AC)

Acido clorogénico 522 +23b 2296 +217a
p-CA 64 +4b 121 £ 12a
p-CADA 12+1b 62 +4a

Valores expresados en mg/ kg y como promedio de las determinaciones por triplicado y su desviacion
estandar. Las letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey

(P <0.05).

Por otro lado, el estrés por corte en las zanahorias y la incubacion de estos vegetales
a 15° C durante 48 h aument6 la concentracion de acido clorogénico ~ 4 veces (2296 mg /
kg) en comparacion con las zanahorias que no fueron incubadas (522 mg / kg) lo cual las
hizo diferentes significativamente. Del mismo modo, hubo una variabilidad significativa en
los otros compuestos fenolicos de la papilla de zanahoria estresada por corte ya que presento

concentraciones 2 veces mayor de acido cumarico (121 mg/kg) y 5 veces mayor del derivado
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de acido p-cumarico (62 mg/kg) cuando se compard con las muestras de control (acido

cumarico (64 mg/kg) y derivado de 4cido p-cumarico (12 mg/kg).

Santana-Galvez y colaboradores (2016) observaron un aumento similar en el
contenido de compuestos fendlicos. Estos investigadores aumentaron la concentracion de
acido clorogénico en las zanahorias por medio de estrés por corte. Estos vegetales
previamente cortados fueron almacenados a 15° C durante 48 horas. Los resultados obtenidos
mostraron un incremento de 522% de p-cumarico y 69% del derivado de acido p-cumadrico

en zanahorias que fueron estresadas por corte en comparacion con el control.

Se ha comprobado cientificamente que los derivados del 4cido hidroxicindmico,
como el acido clorogénico y el 4cido cumarico, se sintetizan a través de la ruta metabdlica
del fenilpropanoide que se activa como parte de los mecanismos de las células vegetales
contra el dafio celular de la planta provocado por el estrés por corte (Jacobo-Veldzquez &

Cisneros-Zevallos, 2012).

De igual manera, hay reportes con aumento de la concentracion de acido
clorogénico en zanahorias en otras investigaciones. El efecto del estrés por corte sobre la
concentracion de compuestos fenolicos en tres variedades de zanahoria (Navajo, Legend y
Choctaw) fue investigado por Surjadinata-Bernadeth y colaboradores (2012). Las zanahorias
fueron cortadas de diferentes formas y se almacenaron a 15° C durante 4 dias. El compuesto
que mas aumento fue el 4cido clorogénico, como en nuestra investigacion. El aumento de los
fenolicos fue diferente dependiendo del corte de la zanahoria. En promedio las tres
variedades de zanahoria aumentaron su contenido de acido clorogénico en un ~97% en corte
en rebanadas, ~76% en corte en pedazos grandes y las zanahorias cortadas en tiras hasta

~252%.
7.3.2. Carotenos en papillas de zanahoria

La composicion de carotenos y sus concentraciones en papillas de zanahoria se
observan en la Tabla 11. a-caroteno, -caroteno y luteina fueron los carotenos detectados en
las papillas de zanahoria. Estos compuestos encontrados concuerdan con la literatura, en la

cual se reporta que los carotenos principales presentes en la zanahoria son a-caroteno, [3-
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caroteno y luteina (Ahmad et al., 2007; Arscott & Tanumihardjo, 2010; Datt et al., 2012;
Nicolle et al., 2004).

Tabla 11. Composicion de carotenos en papillas de zanahoria

Carotenos Papilla de zanahoria control Papilla de zanahoria alta en acido

clorogénico

o-caroteno 2872 +22a 2594 + 65b
-caroteno 5116 +59a 4841 + 46b
Luteina 361 £10a 347 +£37a

Valores expresados en mg/kg y como promedio de las determinaciones por triplicado y su desviacion
estandar. Las letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey

(P < 0.05).

La papilla de zanahoria control present6 niveles de 2872 mg/kg de a-caroteno, 5116
mg/kg de B-caroteno y 361 mg/kg de luteina. Algunos autores hacen referencia que el
caroteno con mayor concentracion presente en la zanahoria es el B-caroteno con rangos desde
381 pg/g hasta 17206 pg/g de zanahoria fresca, seguido por el a-caroteno con niveles hasta
de 7583 ng/g (bh) y la luteina con un contenido de 93 pg/g a 232 ug/g (bh), por lo que

concuerda con lo encontrado en esta investigacion (Nicolle et al., 2004).

Las papillas de zanahoria estresadas por corte y altas en 4acido clorogénico
disminuyeron significativamente la concentracion de a-caroteno y de B-caroteno, ya que
presentaron concentraciones menores estadisticamente de 2872 mg/g (bh) y 5116 mg/g (bh)
respectivamente, comparadas con la papilla de zanahoria control, mientras que el contenido

de luteina fue muy similar entre las dos papillas analizadas (P >0.50).

Estos resultados son diferentes a los encontrados por Santana-Galvez y
colaboradores (2016), quienes reportan que la incubacion de las zanahorias cortadas a 15° C
durante 48 h aument6 la concentracion de carotenos. Este aumento en las zanahorias
estresadas por corte fue significativo en el contenido de a-caroteno con 551 pg/g en
comparacion con el control (476 pg/g). De igual manera, el B-caroteno en las zanahorias
control (528 pg/g) fue menor en comparacion con las zanahorias estresadas las cuales

tuvieron concentraciones de 598 pg/g de B-caroteno.
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Sin embargo, en los resultados de esta investigacion, se observa la disminucion de
a-caroteno y de B-caroteno en las papillas estresadas por corte se puede atribuir a la
exposicion a la luz ambiental y al oxigeno de la superficie de la zanahoria cortada (Martin-
Diana et al., 2005; Ruiz-Cruz, Islas-Osuna, Sotelo-Mundo, Vazquez-Ortiz, & Gonzalez-
Aguilar, 2007). Asimismo, la generacion de radicales libres también puede inducir la
oxidacién de los carotenos a través de la actividad de la lipoxigenasa (Martin-Diana et al.,

2005).

De igual manera, esta reportado que la disminucion de carotenos totales esta
correlacionado con los valores disminuidos de b (croma), esto concuerda con la Tabla 9 de
los valores de colorimetria de las papillas, en la cual las papillas que fueron estresadas (42.94)
tienen valores disminuidos significativamente en comparacioén con el control (47.27). Los
acidos fendlicos no polares y polares tienen afinidad sobre la fraccion lipidica de los
carotenos en las zanahorias, lo cual baja directamente el valor de croma o tras su posterior

oxidacion (Talcott & Howard, 1999).

7.4. Bioensayo
7.4.1. Efecto del acido clorogénico sobre el metabolismo de ratas

El efecto del acido clorogénico de las papillas de zanahoria sobre diferentes
parametros relacionados al metabolismo se muestra en los siguientes puntos. Las ratas Wistar
evaluadas en esta investigacion se dividieron en tres tratamientos, en los cuales en el primer
tratamiento las ratas consumieron un promedio aproximado de 6.87 mg de 4cido clorogénico
al dia debido al estrés por corte de las zanahorias con las que se realizaron papillas, en el
segundo tratamiento las ratas consumieron un promedio de 1.56 mg de acido clorogénico al
dia y el grupo control no consumi6 acido clorogénico, sin embargo, su dieta fue balanceada

100%.

7.4.1.1. Efecto del acido clorogénico sobre el alimento ingerido de ratas de dos

generaciones

78



En la primera generacion de ratas no hay diferencias significativas en el consumo de
su alimento (P = 0.492), a pesar de que los dos grupos de las ratas que consumieron papillas
de zanahoria solo tenian el 90% de su dieta balanceada y un 10% de su papilla control o su
papilla alta en 4cido clorogénico. El grupo control consumié 25 g de alimento al dia, siendo
el grupo que consumié menos de alimento, mientras que el tratamiento de la papilla de
zanahoria alta en 4cido clorogénico consumi6 26 g de alimento y el tratamiento con la papilla

de zanahoria control 27 g de alimento, como se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Alimento ingerido por ratas tratadas con acido clorogénico en la primera generacion

Tratamiento Comida ingerida por dia (g) Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 26.12+0.9
Papilla de zanahoria control 26.75+ 0.4 0.492
Control 2521 +1

Valores expresados como promedio de las determinaciones y su desviacion estandar. Las letras diferentes en

la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

De igual manera, en la segunda generacion de ratas, no hubo diferencias significativas
entre tratamientos en el consumo de alimento (P= 0.291) como se muestra en la tabla 13. El
grupo control y el grupo con la papilla de zanahoria estresada consumieron un promedio de
27 g de alimento por dia, mientras que el grupo del tratamiento con la papilla de zanahoria
control consumi6 28 g de alimento por dia. El consumo de alimento promedio de ratas Wistar
por dia alcanza valores desde 15 g hasta 30 g aproximadamente (Kathleen et al., 2011), por
lo que el consumo de alimento de las ratas de las dos generaciones de esta investigacion se

encuentran dentro del rango de estos valores.

Tabla 13. Alimento ingerido por ratas tratadas con acido clorogénico en la segunda generacion

Tratamiento Comida ingerida por dia (g) Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 2737+0.5
Papilla de zanahoria control 28.5+0.9 0.291
Control 26.8+0.6

Valores expresados como promedio de las determinaciones y su desviacion estandar. Las letras diferentes en

la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

Estos resultados concuerdan con una investigacion en la cual se realizdé con café

(acido clorogénico) en ratas macho Sprague-Dawley obesas inducidas por una dieta alta en
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grasas durante 10 semanas. Cuarenta ratas fueron divididas en 4 tratamientos, el grupo 1 o
control (dieta balanceada y agua), grupo 2 (dieta balanceada y caf¢), grupo 3 (agua y dieta
alta en grasas) y grupo 4 (café y dieta alta en grasas). Las ratas que recibieron una dieta
equilibrada con agua o con café¢ consumieron la misma cantidad de comida al dia durante el
experimento (132 y 107 kcal/dia), como en nuestros resultados que no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos. Sin embargo, las ratas que eran obesas y que
consumieron café consumieron menor cantidad de alimento (109 kcal/dia) en comparacién
con el grupo de ratas obeso y que consumi6 agua (152 kcal/dia) (Cowan et al., 2014). Por lo
que el acido clorogénico probablemente actlie positivamente sobre una dieta alta en grasas y

no en una dieta equilibrada.

De igual manera, una dieta alta en flavonoides o alta en antocianinas o control en ratas
sanas no tienen un efecto sobre el consumo de alimento al dia, ya que estos roedores de estos
tres tratamientos consumieron un promedio de 29.1 a 31.2 g de alimento por dia (Rendeiro

et al., 2013).
7.4.1.2. Efecto del acido clorogénico sobre el peso corporal de ratas

En la Tabla 14 se observa el peso ganado en porcentaje de las ratas de la primera
generacion desde el comienzo del experimento hasta el dia de su sacrificio. Las ratas que
consumieron la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico tuvieron un mayor incremento
de peso durante el experimento con 183% sobre su peso inicial, seguidas del grupo de ratas
que consumieron la papilla control con un 169% y por ultimo las ratas que ganaron menos
peso durante la investigacion fueron el grupo control; sin embargo, a pesar de estos

resultados, la diferencia de peso entre tratamientos no fue significativo (P = 0.725).

Tabla 14. Peso de las ratas tratadas con acido clorogénico de la primera generacion

Tratamiento Peso ganado (%) Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 183 +£35
Papilla de zanahoria control 169+ 17 0.725
Control 155+ 12

Valores expresados como promedio de las determinaciones y su desviacion estandar. Las letras diferentes en

la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).
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En la Tabla 15 se muestra la variabilidad del peso ganado de los tratamientos de las
ratas de la segunda generacion desde el inicio del experimento hasta el dia de sacrificio. El
tratamiento que gano menos peso con 139% fue el grupo que consumi6 un 10% de papilla
de zanahoria alta en 4cido clorogénico, seguido del grupo control que gano un peso de 150%
y por ultimo el grupo que tuvo mayor ganancia de peso fue el grupo que consumio la papilla
de zanahoria control, sin embargo, a pesar de la variabilidad entre el peso ganado de los
tratamientos no hubo diferencia significativa (P = 0.555). En el anexo se muestran los pesos
de las ratas el dia del sacrificio, divididas en machos y hembras de las dos generaciones, ya
que las hembras tienen un peso menor que los machos (peso promedio en hembras 200 - 400g
y macho 300 — 500g), sin embargo, aqui se muestra el promedio del porcentaje de peso

ganado considerando el peso inicial de cada rata como individuo.

Tabla 15. Peso de las ratas tratadas con acido clorogénico de la primera generacion

Tratamiento Peso ganado (%) Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 139+ 11
Papilla de zanahoria control 170 £ 29 0.555
Control 150+ 17

Valores expresados como promedio de las determinaciones y su desviacion estandar. Las letras diferentes en

la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

Estos resultados concuerdan con lo publicado por Suzuki Atsushi y colaboradores
(2006), quienes reportaron que los roedores sin patologias que consumen una dieta
equilibrada sin o con antioxidantes durante 8 semanas no tienen diferencias significativas
entre el peso final de las ratas control y ratas que consumieron 4cido clorogénico (30 -600
mg/ kg). Ya que las ratas control de su experimento tuvieron un peso final de 415 g y el

promedio de peso de las ratas que consumieron este compuesto fenolico fue de 421 g.

De igual manera, se presentaron resultados similares en otra investigacion
experimental de ratas, quienes consumieron acido clorogénico por medio del café. Se
dividieron 3 tratamientos, en el cual, el primero fue control, al segundo se le administré café
(acido clorogénico) y al tercero se le dio café con leche durante 3 semanas. Los autores
reportaron que no habia diferencias significativas entre el peso ganado de los tres

tratamientos del estudio al terminar el experimento (Dupas et al., 2006).
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7.4.1.3. Efecto del acido clorogénico sobre el peso del higado de ratas Wistar

El peso del higado de las ratas de los tres tratamientos de la primera generacion se
presenta en la Tabla 16. No hubo diferencia significativa entre los tres grupos de roedores
(P=0.816), ya que el grupo con que consumid la papilla de zanahoria alta en acido
clorogénico tuvo un promedio de peso de higado de 10 g, seguidos del grupo que consumio

la papilla de zanahoria control y el tratamiento control que presentaron un peso de 11 g.

Tabla 16. Peso del higado de las ratas tratadas con acido clorogénico de la primera generacion

Tratamiento Peso del higado Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 10.12+ 1.8
Papilla de zanahoria control 11.00+ 1.4 0.816
Control 11.37+0.8

Valores expresados como promedio de las determinaciones y su desviacion estandar. Las letras diferentes en

la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

De igual manera, no hubo variabilidad en el peso promedio de los higados de los tres
tratamientos de la segunda generacion (P=0.989). Los tratamientos de las ratas que
consumieron las papillas tuvieron un peso promedio de higado de 12 g, mientras que el grupo

control presentd un peso de higado de 11 g como se observa en la Tabla 17.

Tabla 17. Peso del higado de las ratas tratadas con acido clorogénico de la primera generacion

Tratamiento Peso del higado Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 11.5+14
Papilla de zanahoria control 11.5+£2.0 0.989
Control 11.2+09

Valores expresados como promedio de las determinaciones y su desviacion estandar. Las letras diferentes en

la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

El incremento de peso del higado normalmente se da en respuesta al aumento de grasa
y colesterol en la dieta que crean deposiciones de lipidos en este 6rgano (Wan et al., 2012).

Los higados de las ratas Wistar de los tres tratamientos de las dos generaciones estudiadas
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no presentaron grasa fisicamente, ni volumen aumentado, por lo que pudo observarse que
eran higados sanos. Estos 6rganos de los tres tratamientos estaban compuestos de 6 16bulos

como se muestra en la figura 8.

Figura 8. Higado de rata Wistar

7.4.1.4. Efecto del acido clorogénico sobre la glucosa en plasma de ratas

Las ratas que consumieron una papilla de zanahoria alta en &4cido clorogénico
presentaron la menor cantidad de glucosa en plasma con 148 mg/dL (Tabla 18), seguidos de
las ratas control que tuvieron un valor de glucosa en plasma de 166 mg/dL, y por ultimo el
tratamiento con la papilla de zanahoria control que obtuvo un nivel de glucosa de 191 mg/dL,
sin embargo, a pesar de estas variabilidades, la diferencia no fue significativa entre los tres

tratamientos de ratas (P=0.222).

Tabla 18. Contenido de glucosa en plasma de ratas de la primera generacion

Tratamiento Glucosa (mg/dL) Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 148 = 10a
Papilla de zanahoria control 191 £21a 0.222
Control 166 £ 15a

Valores expresados como promedio de los tratamientos por triplicado y su error estandar. Letras diferentes

en la columna indican una diferencia estadisticamente significativa seglin la prueba de Tukey (P < 0.05).
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En algunos articulos de investigacion se ha mencionado que las ratas Wistar
desarrollan intolerancia a la glucosa y una menor respuesta de la insulina a la glucosa con la
edad (Reaven, Gold, & Reaven, 1979; Wang et al., 1997), por lo cual los valores aumentados
de glucosa en plasma de los tres tratamientos de las ratas de nuestra investigacion se podria
deber principalmente a que los roedores presentaban una edad de 23 semanas

aproximadamente, cuando se recolecto la sangre para realizar los analisis respectivos.

El efecto de los tratamientos sobre la glucosa en plasma de la segunda generacion de
ratas Wistar se muestra en la Tabla 19. Los resultados no fueron significativos entre los tres
tratamientos (P=0.525), sin embargo, el grupo control present6 una concentracion de glucosa
de 148 mg/dL, seguido del tratamiento que consumio la papilla alta en acido clorogénico con
133 mg/dL y un contenido de glucosa de 133 mg/dL en el grupo que consumid la papilla de

zanahoria control.

Tabla 19. Contenido de glucosa en plasma de ratas de la segunda generacion

Tratamiento Glucosa (mg/dL) Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 135+ 8a
Papilla de zanahoria control 133+ 11a 0.525
Control 148 + 9a

Valores expresados como promedio de los tratamientos por triplicado y su error estandar. Letras diferentes

en la columna indican una diferencia estadisticamente significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

Estos resultados sin diferencias significativas entre tratamientos se deben a que las
ratas que se utilizaron en este experimento fueron ratas sanas. Por lo cual no se esperaria que
cambiaran sus valores de concentracion de glucosa en plasma, si no que el 4cido clorogénico
estuviera funcionando como preventivo contra la diabetes mellitus al no presentar diferencias
significativas entre tratamientos. El 4acido clorogénico regula la homeostasis de glucosa
mediante la inhibicidn de la digestion de los carbohidratos, disminuye la absorcion intestinal
de la glucosa, modula la liberacion de la glucosa en higado (inhibe la glucosa-6-fosfato
translocasa 1, la cual suprime la gluconeogénesis hepatica) y modifica la captacion de
glucosa en tejidos sensibles a la insulina (estimula la captacion de glucosa de adipocitos y
del musculo esquelético a través de la activacion de la quinasa dependiente de AMP) (Huang

et al., 2014; Ong, Hsu, & Tan, 2013).
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Las investigaciones en las cuales, el acido clorogénico tiene un efecto positivo sobre
la glucosa son estudios en donde se utilizan ratas obesas o diabéticas o con una dieta alta en
grasas. Ratones diabéticos db/db se utilizaron para evaluar el efecto del acido clorogénico
sobre la glucosa. Durante 12 semanas, 32 ratas fueron alimentados con diferentes
tratamientos: Dieta control, dieta control con 80 mg de acido clorogénico, ratones diabéticos
db/db con dieta control y ratones diabéticos db/db con dieta con &cido clorogénico (80 mg).
El 4acido clorogénico en ratones con diabetes disminuyo la glucosa plasmatica en ayunas
(14.6 mmol/L) y la hemoglobina glucosilada (27.6%) comparadas con el grupo control/db
quienes presentaron concentraciones de 20.5 mmol/L de glucosa plasmatica en ayunas y 35%
de hemoglobina glucosilada (Jin et al., 2015). De igual manera, en otra investigacion el acido
clorogénico administrado durante 11 dias disminuyo los niveles de glucosa en sangre en
ayunas en Ratas Sprague-Dawley diabéticas en comparacion con el control (Hunyadi et al.,

2012).

7.4.1.5. Efecto del acido clorogénico sobre la concentracion de colesterol en plasma de

ratas

El contenido de acido clorogénico sobre el colesterol en plasma de ratas de la primera
generacion se muestra en la Tabla 20. No hubo diferencia significativa entre los 3
tratamientos (P = 0.203), ya que las ratas que consumieron una papilla de zanahoria
aumentada en 4cido clorogénico tuvieron concentraciones de colesterol en plasma de 70
mg/dL, muy parecido al control que obtuvo niveles de colesterol de 67 mg/dL y el tratamiento
que consumid la papilla de zanahoria control presentd un contenido de colesterol en plasma

de 83 mg/dL.

Tabla 20. Contenido de colesterol en plasma de ratas de la primera generacion

Tratamiento Colesterol (mg/dL) Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 70 £+ 5a
Papilla de zanahoria control 83 +9a 0.203
Control 67 +3a

Valores expresados como promedio de los tratamientos por triplicado y su error estandar. Letras diferentes

en la columna indican una diferencia estadisticamente significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).
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Las ratas de la segunda generacion que consumieron una papilla de zanahoria alta en
acido clorogénico tuvieron una concentracion de colesterol en plasma de 70 mg/dL, mientras
que las ratas que consumieron la papilla de zanahoria control presentaron un contenido de
colesterol en plasma de 56 mg/dL y las ratas con consumieron una dieta control obtuvieron
niveles de colesterol en plasma de 80 mg/dL, por lo que no se presentaron diferencias

significativas entre los tratamientos (P = 0.320) como se muestra en la Tabla 21.

Tabla 21. Contenido de colesterol en plasma de ratas de la primera generacion

Tratamiento Colesterol (mg/dL) Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 70 £9a
Papilla de zanahoria control 56 £ 9a 0.320
Control 80+ 1la

Valores expresados como promedio de los tratamientos por triplicado y su error estandar. Letras diferentes

en la columna indican una diferencia estadisticamente significativa segln la prueba de Tukey (P < 0.05).

Las diferencias no significativas entre tratamientos de colesterol en plasma de las dos
generaciones de ratas podrian deberse a que en los tres tratamientos que se utilizaron en esta
investigacion, no se administrd una dieta alta en grasas, si no que su dieta fue balanceada

relativamente entre los tratamientos, por lo que este parametro podria considerarse normal.

Sin embargo, hay diferentes investigaciones en las cuales se utilizan dietas altas en
grasas y si existe un efecto positivo del acido clorogénico sobre el colesterol en plasma. Ratas
macho Sprague-Dawley de dos meses de edad fueron suplementadas con acido clorogénico
(1 mg/kg/dia o 10 mg/kg/dia) en una dieta alta en colesterol, este tratamiento se compar6 con
un grupo control (dieta equilibrada) y un tratamiento con una dieta alta en colesterol sin
suplementos durante 28 dias. Se tomo la muestra de plasma antes y después del experimento.
El grupo que consumi6 la mayor dosis de acido clorogénico tuvo menor concentracion de
colesterol en plasma (4.83 mmol/L), en comparacién con el grupo que consumidé menor
cantidad de acido clorogénico en plasma (5.78 mmol/L) y el grupo control con dieta alta en
colesterol (5.70 mmol/L) (Wan et al., 2012). De igual manera, en otro experimento se
administré una dieta alta en colesterol y el acido clorogénico en ratones, al termind del
estudio, se determind que hubo una disminucion significativa de la concentracion de
colesterol en plasma (3.42 mmol/L) en comparacioén con ratones que solo consumieron una

dieta alta en grasas (5.53 mmol/L) (Cho et al., 2010).
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Los resultados benéficos del acido clorogénico sobre dietas altas en grasas o dietas
hipercolesterolemias se puede deber a la regulacion que hace este compuesto fenolico sobre
la expresion de CYP7AI, ya que se ha demostrado que hay una correlacion entre el acido
clorogénico que disminuye el nivel de CYP7A1 y la baja de concentracion de colesterol en
sangre en animales con una dieta alta en colesterol. CYP7A1 es una enzima que determina
la velocidad en la ruta biosintética de los acidos biliares al disminuir el colesterol en el higado

y es el principal mecanismo de eliminacion del colesterol (Wan et al., 2012).

7.4.1.6. Efecto del acido clorogénico sobre la concentracion de triglicéridos en plasma

de ratas

El efecto del acido clorogénico sobre el contenido de triglicéridos en la primera
generacion de ratas se muestra en la Tabla 22. El grupo control present6é concentraciones de
triglicéridos en plasma de 70 mg/dL, seguido por el tratamiento que consumid la papilla de
zanahoria alta en acido clorogénico que presentd un contenido de triglicéridos de 83 mg/dL
y el grupo que consumio la papilla de zanahoria control obtuvo un porcentaje de triglicéridos
totales de 103 mg/dL. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los tres

tratamientos (P = 0.141).

Tabla 22. Contenido de triglicéridos en plasma de ratas de la primera generacion

Tratamiento Triglicéridos (mg/dL) Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 83+ 11la
Papilla de zanahoria control 103 +15a 0.141
Control 70 £ 5a

Valores expresados como promedio de los tratamientos por triplicado y su error estandar. Letras diferentes

en la columna indican una diferencia estadisticamente significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

Las concentraciones de triglicéridos en plasma de los tres tratamientos de la segunda
generacion de ratas son muy similares y no presentan diferencias significativas (P = 0.195).
El tratamiento con la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico present6 concentraciones
de triglicéridos en plasma de 53 mg/dL, seguido por el tratamiento con la papilla de zanahoria
control con un nivel de triglicéridos en plasma de 72 mg/dL y el grupo control que obtuvo

un contenido de triglicéridos en plasma de 74 mg/dL como se presenta en la Tabla 23.
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Tabla 23. Contenido de triglicéridos en plasma de ratas de la segunda generacion

Tratamiento Triglicéridos (mg/dL) Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 53 +6a
Papilla de zanahoria control 72+ 14a 0.195
Control 74 + 6a

Valores expresados como promedio de los tratamientos por triplicado y su error estandar. Letras diferentes

en la columna indican una diferencia estadisticamente significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

Las diferencias no significativas entre los tres tratamientos de las dos generaciones se
deben principalmente a que las dietas de las ratas estudiadas son equilibradas y no son altas
en grasas como en otras investigaciones, por lo que las concentraciones de triglicéridos en
plasma son similares entre si, ya que se ha visto un efecto positivo del acido clorogénico
sobre los triglicéridos en plasma, pero en las investigaciones en las cuales los roedores tienen

una dieta hipercalorica.

Cho Ae-Sim y colaboradores (2010) realizaron una investigacion con ratones obesos
inducidos con una dieta alta en calorias en la cual administraron 0.02% de acido clorogénico
sobre su dieta. Las ratas control tuvieron una concentracion de triglicéridos en plasma de
1.95 mmol/L, mientras que las ratas que consumieron el 4cido clorogénico presentaron un

contenido de triglicéridos en plasma de 0.91 mmol/L.

De igual manera, en otra publicacion se determino que las ratas que consumieron una
dieta alta en grasas y un alto contenido de 4cido clorogénico (90 mg/kg!) tuvieron
concentraciones menores de triglicéridos en plasma de 1.59 mmol/L "', comparados con el
control que presentd niveles de triglicéridos en plasma de 1.81 mmol/L "' (K. Huang et al.,

2014).

Los resultados positivos del acido clorogénico sobre dietas altas en grasas o dietas
hipercolesterolemias se debe a la regulacion que hace este compuesto fendlico sobre la
expresion de PPAR-a en un exceso de acidos grasos en el organismo, ya que PPAR-a

pertenece a la familia de receptores nucleares de los factores de transcripcion, que tienen
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efectos importantes sobre la homeostasis de lipidos a través de la regulacion de genes
involucrados en el metabolismo de los lipidos; por lo que PPAR-a se expresa
predominantemente en el higado y estd encargada de regular la trascripcion de genes

implicados en la captacion y regulacion de los acidos grasos hepaticos (Huang et al., 2014).

Sin embargo, también hay estudios que no concuerdan con estos resultados positivos,
ya que Wan Chun-Wai y colaboradores (2012) determinaron que una dieta alta en colesterol
en ratas en la cual se administraron dos concentraciones de 4cido clorogénico (1 o 10 mg/kg)
no hubo una disminucién en el contenido de triglicéridos en plasma entre estos dos
tratamientos (0.73 mmol/L y 0.73 mmol/L) y el control que consumié la misma dieta alta en

colesterol y no consumio este compuestos fenolico (0.70 mmol/L).

7.5. Antioxidantes en plasma
7.5.1. Efecto del acido clorogénico sobre la concentracion de antioxidantes por ORAC

La concentracion de antioxidantes en plasma se determin6 por medio de la Capacidad
de absorcion de radicales de oxigeno. El tratamiento con mayor concentraciéon de
antioxidantes en plasma de la primera generacion de ratas fue el tratamiento que consumio
la papilla de zanahoria control (913 umoll/ml), seguido por el tratamiento control con 892
umoll/ml y por ultimo el grupo que consumid la papilla de zanahoria alta en &acido
clorogénico que tuvo la menor concentracion de antioxidantes en plasma (641 pmoll/ml), sin
embargo, estas diferencias no fueron significativas entre los tres tratamientos (P = 0.069),

como se observa en la Tabla 24.

Tabla 24. Capacidad antioxidante en plasma de ratas en la primera generacion

Tratamiento Capacidad antioxidante Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 641 +48a
Papilla de zanahoria control 913 +78a 0.069
Control 892 £ 116a

Valores expresados en pmoll/ml equivalentes de Trolox como promedio de los tratamientos y su error
estandar. Letras diferentes en la columna indican una diferencia estadisticamente significativa segin la

prueba de Tukey (P < 0.05).
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Estos resultados no concuerdan con lo publicado por Vicente y colaboradores (2014),
quienes realizaron un experimento con café, el cual es rico en acido clorogénico. Para esta
investigacion se utilizaron 12 ratas macho Wistar para cada tratamiento. Al primer grupo se
le administraron 2 ml de café y el segundo grupo se le administraron 2 ml de agua (control).
Ambos grupos tuvieron una dieta ad libitum (AIN-76) durante 28 dias. La capacidad
antioxidante (ORAC) en el grupo control fue de 700 umol TE/ml, mientras que el grupo que
consumio el café incremento hasta 25% mas su capacidad antioxidante (850 pmol TE/ml),
por lo que las diferencias fueron estadisticamente significativas. Sin embargo, la capacidad
antioxidante fue medida en el higado de las ratas y no en el plasma como en nuestra
investigacion (J V Vicente et al., 2013). Esto concuerda con Barriga y colaboradores (2017),
quienes publicaron que los niveles mas altos de capacidad antioxidante por el método de
ORAC se detectan en mayor nivel en el higado, ya que generalmente los compuestos
antioxidantes se depositan en este 6rgano, mientras que en el plasma se detecta menor nivel

de concentracidon ya que permanece poco tiempo en sangre.

De lo contrario a la primera generacion, en la segunda generacion el grupo que
consumio la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico tuvo mayor concentracion de
antioxidantes en plasma con 866 umoll/ml, seguido por la papilla de zanahoria control con
820 umoll/ml y la menor cantidad de antioxidantes en plasma la tuvo el grupo control. Sin
embargo, no se notaron diferencias significativas entre los tres tratamientos (P =0.595) como

se muestra en la Tabla 25.

Tabla 25. Capacidad antioxidante en plasma de ratas en la segunda generacion

Tratamiento ORAC Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 866 + 82a
Papilla de zanahoria control 820+ 170a 0.595
Control 721 +75a

Valores expresados en umoll/ml equivalentes de Trolox como promedio de los tratamientos y su error
estandar. Letras diferentes en la columna indican una diferencia estadisticamente significativa segin la

prueba de Tukey (P < 0.05).

Como se mencion6 anteriormente, la concentracion de antioxidantes en plasma en los
tres tratamientos de las dos generaciones fue similar estadisticamente. Esta situacion podria

deberse a que algunos estudios reportan que el acido clorogénico no se encuentra en plasma,
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es decir no se metaboliza en el plasma, sino que es excretado por la via urinaria (Lafay,

Morand, Manach, Besson, & Scalbert, 2006; Shukitt-Hale et al., 2009).

Por otro lado, otra investigacion reporta que se evaluaron 4 grupos de ratas macho
Wistar en las cuales se suplementd con acido clorogénico (250 umol), 4cido cafeico (250
pumol), &cido quinico (250 umol) y el Gltimo grupo fue el control. Esta dieta se administro
durante 8 dias, al finalizar el tiempo se midieron las concentraciones de estos compuestos,
en plasma y orina. El porcentaje de absorcion en plasma y orina de las ratas no excedid ni el
0.5% de la dosis de 4cido clorogénico que consumieron durante el experimento, sin embargo,
se encontr6 que las ratas que consumieron &cido clorogénico en la dieta tuvieron
concentraciones de acido hipurico, el cual es una molécula derivada del 4cido quinico y &cido
cafeico, que son componentes del acido clorogénico. Por lo que la mayor parte del acido
clorogénico no es absorbida en la parte proximal del intestino, sin embargo, es hidrolizado
por la microflora en el intestino largo que exhibe actividades de esterasa, donde el acido
cafeico y el quinico se liberan y se metabolizan alin mas. Ya que en esta seccion del intestino
se encontr6 el 57.4% de la ingesta del acido clorogénico de la dieta (Dupas et al., 2006), por
lo que los autores concluyen y coinciden con otros investigadores en que esta abundancia de
metabolitos muestra que la biodisponibilidad del acido clorogénico depende en gran medida

del metabolismo en la microflora intestinal (Dupas et al., 2006; Gonthier et al., 2003).

7.5.2. Efecto del acido clorogénico sobre la concentracion de glutation-S-transferasa

(GST) en plasma

El tratamiento control tuvo la mayor concentracion de glutation-S-transferasa en
plasma (16.1 umol/ml) en la primera generacion de ratas, en comparacion con el grupo de
ratas que consumio la papilla de zanahoria alta en &cido clorogénico (11.3 pmol/ml), siendo
estas diferencias significativas estadisticamente (P = 0.005). Por otro lado, el grupo que
consumi6 la papilla de zanahoria control presentd contenido similar a los otros dos

tratamientos de glutation-S- transferasa en plasma como se presenta en la Tabla 26.
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Tabla 26. Concentracion de Glutation-S-transferasa (GST) en plasma de ratas de la primera generacion

Tratamiento GST Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 11.3£0.4b
Papilla de zanahoria control 14.3 = 1.2ab 0.005
Control 16.1£0.7a

Valores expresados en pmol/ml como promedio de los tratamientos y su error estandar. Letras diferentes

en la columna indican una diferencia estadisticamente significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

La segunda generacion de ratas presentd concentraciones de glutation-S-transferasa
en plasma similares estadisticamente entre los tres tratamientos (P = 0.692). Ya que, los 2
grupos que consumieron las papillas de zanahoria tuvieron la misma concentracion de
glutation-S-transferasa en plasma (9.9 pmol/ml) y el control presentd un contenido de 10.4

pmol/ml (Tabla 27).

Tabla 27. Concentracion de Glutation-S-transferasa (GST) en plasma de ratas de la segunda generacion

Tratamiento GST Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 9.9+0.2a
Papilla de zanahoria control 9.9+0.1a 0.692
Control 10.4+£0.5a

Valores expresados en pmol/ml como promedio de los tratamientos y su error estandar. Letras diferentes

en la columna indican una diferencia estadisticamente significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

Los resultados obtenidos del contenido de GST en plasma no concuerdan con lo
publicado por Lin y colaboradores (1998), quienes administraron un extracto de hojas de t¢
verde (2.5%) a ratas macho Wistar durante 63 semanas, y analizaron el contenido de GST en
higado. Ya que sus resultados sefnalaron que el grupo que consumié el extracto tuvo una
mayor concentracion de esta enzima (2240 nmol/mg proteina) comparado con el grupo
control (2240 nmol/mg proteina) (Lin et al., 1998). Sin embargo, el corto tiempo de estudio,
aunado a la determinacién en plasma podrian ser las causas de la diferencia entre los

resultados.
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7.5.3. Efecto del acido clorogénico sobre la concentracion de Superéxido Dismutasa

(SOD) en plasma

La concentracion de la enzima superdxido dismutasa estd relacionada con el
porcentaje de inhibicion de la xantina oxidasa. A mayor inhibicion de la xantina oxidasa, hay
una mayor concentracion de la enzima superoxido dismutasa. El porcentaje de inhibicion de
la xantina oxidasa en plasma de ratas de los tres tratamientos de la primera generacion se
reporta en la Tabla 28. El grupo que consumi6 la papilla de zanahoria alta en acido
clorogénico tuvo el mayor porcentaje de inhibicion de xantina oxidasa (23.8%) y a su vez
esta diferencia fue significativa comparada con los otros dos tratamientos (P = 0.08), ya que
se observo que tuvo hasta el doble de porcentaje de inhibicién en comparacion con el grupo

control (12.9%) y el grupo que consumi¢ la papilla de zanahoria control (12.2%).

Tabla 28. Porcentaje de inhibicion de xantina oxidasa en plasma de ratas de la primera generacion

Tratamiento % de inhibicion de la xantina oxidasa Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 23.8+1.8a
Papilla de zanahoria control 12.2+£3.8b 0.008
Control 129+ 1.7b

Valores expresados en porcentaje de inhibicion de xantina oxidasa como promedio de los tratamientos y su
error estandar. Letras diferentes en la columna indican una diferencia estadisticamente significativa segiin

la prueba de Tukey (P < 0.05).

Estos resultados concuerdan con una investigacion sobre la concentracion de acido
clorogénico en una dieta alta en grasas en ratas macho Sprague-Dawley. En la cual se
dividieron 4 grupos, el grupo 1 consumi6 una dieta equilibrada, el grupo 2 consumi6 una
dieta alta en grasas, el grupo 3 consumid una dieta alta en grasas y 20 mg/kg de acido
clorogénico y el 4to grupo una dieta alta en grasas y 90 mg/kg de 4cido clorogénico. El
tratamiento que consumid la mayor cantidad de acido clorogénico fue el que presentd la
mayor concentracion de SOD (17 U mg ! proteina) comparados con los otros 3 tratamientos
como en observa en la primera generacion de ratas de nuestra investigacion. El grupo control
y el tratamiento que consumi6 una baja dosis de &cido clorogénico presentaron

concentraciones muy similares (64.1 U mg ! proteina y 64.8 U mg ! proteina).

93



Cabe mencionar, que este parametro fue medido en el higado de la rata, por lo que
los valores podrian ser diferentes con la concentracion de plasma, ya que se ha reportado que
dependiendo del tejido o plasma es el porcentaje de inhibicion de la xantina oxidasa (Barriga

Vallejo et al., 2017).

Asi mismo, se ha reportado la mayor concentraciéon de SOD en el cerebro de ratas,
las cuales recibieron un concentrado de hojas de blueberries (100 mg bs) por via
intraperitoneal, estos roedores fueron dafados a nivel cerebral por Selenio. La composicion
de fenolicos del extracto fue de acido clorogénico, rutina, isoquercetina y quercetina. El
extracto de blueberry increment6 significativamente la actividad de SOD en el cerebelo de
los ratas en comparacion con el grupo control (P < 0.01) (Ferlemi et al., 2015). Estos
resultados pueden deberse a que las ratas recibieron el concentrado via intraperitoneal, por
lo que no paso por el tracto gastrointestinal en el cual el 4cido clorogénico es metabolizado

de diferente manera.

En la segunda generacién no se observo la misma tendencia entre los grupos de
estudio, ya que no hubo diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion de xantina
oxidasa entre los tres tratamientos (P = 0.125). El grupo que consumi¢ la papilla de zanahoria
control presentd un nivel de 37% de inhibicion de la xantina oxidasa, seguido del tratamiento
control con 32.8% de inhibicion y el grupo que consumid la papilla de zanahoria alta en cido
clorogénico presento porcentajes de inhibicion de xantina oxidasa de 31.6% como se presenta

en la Tabla 29.

Tabla 29. Porcentaje de inhibicion de xantina oxidasa en plasma de ratas de la segunda generacion

Tratamiento SOD Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 31.6t1a
Papilla de zanahoria control 37.0+ 1a 0.125
Control 32.8+2a

Valores expresados en porcentaje de inhibicion de xantina oxidasa como promedio de los tratamientos y su
error estandar. Letras diferentes en la columna indican una diferencia estadisticamente significativa segun

la prueba de Tukey (P < 0.05).

Estos resultados concuerdan con Susuki-Atsuhi y colaboradores (2006), quienes

reportan que un consumo de 30 mg de acido clorogénico en ratas macho Wistar-Kyoto sanas,
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no tiene efectos significativos en la concentraciéon de SOD en el suero de ratas (22.5%) en

comparacion con el control (21.1%).

Huang-Kang y colaboradores (2015) explican que al mezclar el acido clorogénico con
el alimentd podria ser la causa de que no se absorba al 100% este antioxidante, ya que es
posible que el animal no consuma la cantidad de 4cido clorogénico al dia. De igual manera,
el 4cido clorogénico podria volverse inestable al mezclarse con la comida y el tiempo que
pase junto a este alimento antes de que el roedor lo consuma, y eso podria ser la razén de las
diferencias de concentraciones de antioxidantes en plasma entre las dos generaciones de ratas
que hemos investigado. De igual manera, los antioxidantes permanecen poco tiempo en
plasma, generalmente después de su consumo, ya que son metabolizados y depositados en

organos especificos, por lo cual, eso podria estar sucediendo en nuestros resultados.

7.6. Desarrollo cognitivo

En esta seccion se realizaron 4 pruebas de desarrollo cognitivo del laberinto de agua
de Morris en los tres tratamientos de ratas de las dos generaciones estudiadas, en los

siguientes puntos se muestran los resultados de cada prueba (errores y latencias).
7.6.1. Efecto del acido clorogénico sobre la memoria de corto plazo en ratas

El promedio de los errores y las latencias de la prueba de memoria de corto plazo de
los tres tratamientos investigados de la primera generacion de ratas se observa en la Tabla
30. No hubo diferencias significativas entre los tres tratamientos que realizaron esta prueba,

considerando los 2 pardmetros evaluados: errores (P = 0.691) y latencia (P = 0.369).

Tabla 30. Errores y latencias cometidos por ratas en la Memoria de Corto Plazo de la primera generacion

Tratamiento Errores! Latencia®
Papilla de zanahoria + AC 6.5+1 79+ 11
Papilla de zanahoria control 56+04 58+4
Control 6.7+0.9 71+13
Valor -P 0.691 0.369

Valores expresados como el promedio en errores! y segundos® y su error estandar. Letras diferentes en la

columna indican una diferencia estadisticamente significativa seglin la prueba de Tukey (P < 0.05).
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El grupo que consumi¢ la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico cometio6 6.5
errores al tratar de encontrar la plataforma en la prueba de memoria de corto plazo del
laberinto de agua de Morris, mientras que el grupo control realiz6 6.7 errores y el grupo que

consumio la papilla de zanahoria control obtuvo 5.6 errores.

Por otro lado, el tratamiento que cometid la mayor cantidad de segundos en encontrar
la plataforma en esta prueba fue el que consumi6 la papilla de zanahoria alta en acido
clorogénico (79 s), seguido por el tratamiento control (71 s) y finalmente el grupo que

consumio la papilla de zanahoria control con 58 s.

Cabe mencionar que, en esta prueba especificamente se observo que las ratas de los
tres tratamientos de la primera generacidon estaban muy nerviosas, ya que les costo trabajo
encontrar la plataforma y tuvieron que colocarse en la plataforma por lo menos 2 o 3 veces
mas en alguna repeticion del experimento para que reconocieran el lugar; por esta situacion
estos tres grupos de ratas en la prueba de memoria de corto plazo del laberinto de Morris
cometieron la mayor cantidad de errores y latencia en comparacion con las otras tres pruebas

de esta generacion y la generacion dos.

En la generacion dos, las ratas permanecieron mas tranquilas, por lo que cometieron
menos errores y se registro menor cantidad de latencias en comparacion con la generacion 1.
El grupo control present6 la menor cantidad de errores en encontrar la plataforma de la prueba
de memoria de corto plazo de la generacion dos (1.4 errores), seguido por el grupo que
consumio la papilla de zanahoria control (2.2 errores) y el grupo que consumio la papilla de
zanahoria alta en 4acido clorogénico (2.5 errores), sin embargo, no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los tres tratamientos (P = 0.087) como se observa en la

Tabla 31.

Tabla 31. Errores y latencias cometidos por ratas en la Memoria de Corto Plazo de la segunda generacion

Tratamiento Errores! Latencia®
Papilla de zanahoria + AC 25+03 2543
Papilla de zanahoria control 22+0.8 267
Control 1.4+0.2 16 £2
Valor -P 0.087 0.088
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Valores expresados como el promedio en errores' y segundos® y su error estindar. Letras diferentes en la

columna indican una diferencia estadisticamente significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

De igual forma que en el parametro de los errores de la memoria de corto plazo de la
segunda generacion, no hubo diferencias significativas en la latencia entre los tres
tratamientos (P = 0.088). El tratamiento control tardo 16 seg en encontrar la plataforma de
esta prueba, seguido por el grupo que consumid la papilla de zanahoria alta en &cido

clorogénico (25 s) y las ratas que consumieron la papilla de zanahoria control (26 s).

7.6.2. Efecto del acido clorogénico sobre la memoria de largo plazo en ratas

Las ratas de primera generacion que siguieron a la dieta de control registraron la
mayor cantidad de errores del ensayo en los primeros cuatro dias de la prueba (dia 1: 5, dia
2: 3.7, dia 3: 3.4, dia 4: 2.5) comparado con los grupos que consumieron la papilla de
zanahoria alta en acido clorogénico (dia 1: 4.8, dia 2: 2.4, dia 3: 1.7, dia 4: 2.0) y el grupo
que consumio la papilla de zanahoria control (dia 1: 4.3, dia 2: 3.3, dia 3: 1.4, dia 4: 1.3).

Sin embargo, solo en el dia 3 de la prueba de memoria de largo plazo hubo diferencias
significativas del grupo control, con respecto a los otros dos tratamientos (P >0.006) como
se presenta en la Tabla 32. En general, el nimero de errores disminuy6 conforme fueron
pasando los dias del ensayo de la memoria de largo plazo, esto es lo esperando en este tipo
de prueba, ya que la repeticion hace que disminuya el nimero de errores (Amaya-Guerra et
al., 2006). En el dia 5 de la prueba no se observaron diferencias significativas entre los tres

grupos (P =0.053).

Tabla 32. Errores cometidos por las ratas en la Memoria de Largo Plazo de la primera generacion

Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Papilla de zanahoria + AC 4.8+0.7a 24+05a 1.7+0.2a 2.0+0.5a 2.6+0.3a
Papilla de zanahoria 43+0.5a 3.3+0.5a 1.4+03a 1.3+0.2a 1.3+0.2a
control
Control 5.0£0.6a 3.7+0.9a 3.4+0.5b 25+0.2a 2.1+£04a
Valor-P 0.615 0.357 0.006* 0.066 0.053
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Valores expresados como promedio de los errores de los individuos por tratamiento en el laberinto de
Morris y su error estandar. Letras diferentes en la columna indican una diferencia estadisticamente

significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

Los resultados de la latencia de la primera generacion de las ratas siguieron una
tendencia muy similar al nimero de errores que cometieron las ratas de la misma generacion.
El grupo control de la primera generacion presentd la mayor latencia en los primeros 4 dias
(dia 1 : 40 s, dia 2: 30 s, dia 3: 28 s, dia 4: 18 s) comparado con el tratamiento donde se
consumio la papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico (dia 1 : 29 s, dia 2: 19 s, dia 3:
13s, dia 4: 16 s) y el tratamiento de la papilla de zanahoria control (dia 1 : 34 s, dia 2: 24 s,
dia 3: 15s,dia4: 13 s).

Sin embargo, solo hubo diferencias significativas en el dia 3 entre el grupo control y
el grupo que consumio la papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico (P = 0.026). De igual
manera, se observd un decremento en el nimero de latencia conforme pasaron los dias de
prueba. En el dia 5 no se observaron diferencias significativas entre los tres tratamientos (P

=0.121) como se muestra en la Tabla 33.

Tabla 33. Latencia cometida por las ratas en la Memoria de Largo Plazo de la primera generacion

Tratamiento Dia 1 Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Papilla de zanahoria + AC 29+4a 19 +3a 13+1a 16 £ 2a 16 £ 1a
Papilla de zanahoria control 34+ 5a 24 +3a 15 + 3ab 13+2a 10 £ 1a
Control 40 £+ 8a 30+ 7a 28 £5b 18 +3a 15+ 1a

Valor-P 0.579 0.387 0.026* 0.472 0.121

Valores expresados como promedio en segundos y su error estandar. Letras diferentes en la columna

indican una diferencia estadisticamente significativa segtin la prueba de Tukey (P < 0.05).

Por el contrario, el grupo control de ratas de la segunda generacion presentd menor
cantidad de errores en el primer y segundo dia (p < 0.000 y p < 0.001) en comparacion con
el grupo que consumio6 la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico y el tratamiento de
la papilla de zanahoria control como se observa en la Tabla 34. No obstante, no se presentaron
diferencias significativas en los errores de la pruebas de memoria de largo plazo en los dias
3,4 y 5 entre el grupo que consumio la papilla de zanahoria alta en 4acido clorogénico (dia 3:
2.9, dia 4: 2.0, dia 5: 2.0), el grupo con la papilla de zanahoria control (dia 3: 3.2, dia 4: 1.3,
dia 5: 2.0) y el control (dia 3: 2.6, dia 4: 1.4, dia 5: 2.0).

98



Tabla 34. Errores cometidos por ratas en la Memoria de Largo Plazo de la segunda generacion

Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Papilla de zanahoria + AC 49+0.3b 5.3+0.8b 29+05a 2.0+03a 2.0+ 03a
Papilla de zanahoria control 4.8+ 1b 33+0.7ab 32+10a 13+02a 2.0+0.8a
Control 1.8+0.3a 1.3+0.3a 2.6 +0.5a 1.4+0.4a 2.0+0.3a

Valor-P 0.000* 0.001* 0.816 0.458 1.000

Valores expresados como promedio de los errores de los individuos por tratamiento en el laberinto de
Morris y su error estandar. Letras diferentes en la columna indican una diferencia estadisticamente

significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

En la prueba de memoria de largo plazo de la segunda generacion no se observo la
tendencia a disminuir errores conforme el paso de los dias de la prueba como en la primera

generacion.

De igual manera, el nimero de latencia de los tratamientos de las ratas de la segunda
generacion presentd tendencias muy similares a los errores que cometieron las ratas en la
prueba de memoria de largo plazo del laberinto de agua de Morris como se observa en la
Tabla 35. El grupo control tuvo una menor latencia en el dia 1 ydia 2 (p <0.021 y p <0.025)
en comparacion con el grupo que consumio la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico
y la papilla de zanahoria control. Por otro lado, en los dias 3, 4 y 5 no se reportaron diferencias
significativas entre el grupo que consumio la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico
(dia 3: 22 s, dia 4: 21 s, dia 5: 15 s), la papilla de zanahoria control (dia 3: 29 s, dia 4: 11 s,
dia 5: 13 s), y el tratamiento control (dia 3: 22 s, dia 4: 15 s, dia 5: 17 s).

Tabla 35. Latencias cometidas por ratas en la Memoria de Largo Plazo de la segunda generacion

Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Papilla de zanahoria + AC 38 +4b 36+ 7b 22 +2a 21+4a 15+ 1a
Papilla de zanahoria control 44 + 14b 27+ 7b 29+1la 11+1a 13 +4a
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Control 18 £3a 13+2a 22 +2a 15+2a 17+ 1a
Valor-P 0.021* 0.025* 0.612 0.175 0.593

Valores expresados como promedio en segundos y su error estandar. Letras diferentes en la columna

indican una diferencia estadisticamente significativa segtin la prueba de Tukey (P < 0.05).

En una investigacion similar, las ratas fueron alimentadas con jugo de ciruela (6.29
mg equivalentes de acido galico (GAE) / g bs de jugo) o un suplemento de ciruela en polvo
(6.86 mg GAE / g bs de polvo). Cada grupo fue conformado por 15 ratas en el cual tuvieron
una dieta balanceada (NHI-31). En las pruebas en el laberinto de agua de Morris, los
tratamientos no presentaron diferencias de memoria a largo plazo en el primer ensayo durante
los primeros 4 dias de prueba (Shukitt-Hale et al., 2009). Sin embargo, los autores realizaron
un segundo ensayo de memoria a largo plazo para ver si los resultados del primer ensayo
cambiaban y observaron que el grupo de jugo de ciruela mejord la latencia en esta prueba.
Los autores concluyeron que estos resultados se debieron a que las ratas del tratamiento con
el suplemento en polvo de ciruela consumieron una cantidad menor de polvo de ciruela, ya
que solo se les administraba una vez al dia, por lo que resultd en una menor ingesta de
fenolicos (3.30 mg de GAE por rata por dia) en comparacion con las ratas que tomaron el
grupo de jugo de ciruela, donde el jugo era administrado varias veces al dia y consumieron
en promedio unos 30.3 mg de GAE por rata por dia, por lo que esta situacion, podria haber

resultado en las diferencias de latencia observada.
7.6.3. Efecto del acido clorogénico sobre la memoria de trabajo en ratas

Los errores cometidos al encontrar la plataforma en la prueba de memoria de trabajo
del laberinto de agua de Morris de la primera generacion de ratas se observan en la Tabla 36.
No se registraron diferencias estadisticamente significativas entre los tres tratamientos en los
tres dias de prueba de memoria de trabajo (P > 0.050). El grupo que consumi¢ la papilla de
zanahoria alta en 4cido clorogénico presentd errores muy similares entre los tres dias de
prueba (1.4, 1.1 y 1.3 errores), de igual manera esta situacion se registro en el grupo control
(1.8, 1.2 y 1.4 errores), mientras que, el grupo que consumid la papilla de zanahoria control

realizd la misma cantidad de errores en los dias de prueba (1.1 errores).

Tabla 36. Errores cometidos por ratas en la Memoria de Trabajo de la primera generacion

Tratamiento Dial Dia 2 Dia 3
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Papilla de zanahoria + AC 1.4+0.5a 1.1+0.4a 1.3+03a

Papilla de zanahoria control 1.1+£0.2a 1.1+£0.2a 1.1£0.2a
Control 1.8+£0.3a 1.2+0.2a 1.4+04a
Valor -P 0.460 0.960 0.813

Valores expresados como promedio de los errores de los individuos por tratamiento en el laberinto de
Morris y su error estandar. Letras diferentes en la columna indican una diferencia estadisticamente

significativa segln la prueba de Tukey (P < 0.05).

El grupo que consumio la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico presento
latencia muy similar en los tres dias de prueba (dia 1: 11.2 s, dia 2: 9.4 s y dia 3: 10 s), de
igual manera, los otros 2 tratamientos encontraron la plataforma en tiempos muy parecidos
entre los tres dias de prueba de la memoria de trabajo de la primera generacion, ya que el
grupo que consumio la papilla de zanahoria control present6 tiempos de 11.9s,9.9sy 12 s,
respectivamente entre dia 1, dia 2, dia 3 y el tratamiento control una latencia de 12.9's, 8.9 s

y 12 s como se presenta en la Tabla 37.

Tabla 37. Latencias cometidas por las ratas en la Memoria de Trabajo de la primera generacion

Tratamiento Dia 1 Dia2 Dia 3
Papilla de zanahoria + AC 11.2+2a 9.4 +2a 10+ 2a
Papilla de zanahoria control 11.9+2a 99+ 1a 12 +3a
Control 129+ 1a 89+ 1a 12+2a

Valor- P 0.876 0.928 0.885

Valores expresados como promedio de los segundos y su error estandar. Letras diferentes en la columna

indican una diferencia estadisticamente significativa segtn la prueba de Tukey (P < 0.05).

El nimero de errores cometidos en los tres tratamientos de la prueba de memoria de
trabajo realizada en el laberinto de agua de Morris de la segunda generacion de ratas se
presenta en la Tabla 38. No hubo diferencias significativas entre los tres tratamientos en los
tres dias de prueba de la memoria de trabajo (P > 0.050). El grupo que consumio la papilla
de zanahoria alta en acido clorogénico disminuy6 su ntimero de errores conforme pasaron
los dias de prueba con 1.7 errores en el dia 1, 1.2 errores en el dia 2 y 0.6 errores en el dia 3,
de igual manera siguié la misma tendencia el grupo control (dia 1: 2.4 errores, dia 2: 1.3
errores y dia 3:1.1 errores), sin embargo el grupo que consumi6 la papilla de zanahoria
control no siguid la misma tendencia que los otros dos tratamientos (dia 1: 1.4, dia 2: 1.5, dia

3: 1.2 errores).
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Tabla 38. Errores cometidos por la latencia en la Memoria de Trabajo de la segunda generacion

Tratamiento Dia 1 Dia2 Dia 3
Papilla de zanahoria + AC 1.7+0.3a 1.2+04a 0.6£0.1a
Papilla de zanahoria control 1.4+0.7a 1.5+0.7a 1.2+0.8a
Control 24+0.7a 1.3+0.3a 1.1£0.3a

Valor-P 0.526 0.913 0.513

Valores expresados como promedio de los errores de los individuos por tratamiento en el laberinto de

Morris y su error estandar. Letras diferentes en la columna indican una diferencia estadisticamente

significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

El promedio de latencia de los tres dias de los tratamientos de la prueba de memoria

de trabajo de la segunda generacion siguio la misma tendencia que los errores cometidos por

las ratas en la misma prueba. El tratamiento control y el grupo que consumio6 la papilla de

zanahoria alta en acido clorogénico disminuyeron el tiempo en encontrar la plataforma al

pasar los 3 dias de la prueba de memoria de trabajo con 21 s, 135, 10 sy 135, 125,95

respectivamente; siendo el tratamiento alto en acido clorogénico el que cometié la menor

cantidad de errores por dia de prueba, pero sin diferencia significativas entre tratamientos (P

> (0.050). Mientras que el grupo que consumio la papilla de zanahoria control realiz6 tiempos

del4seneldial, I8 seneldia2 y 11 s en el dia 3, en la memoria de trabajo del laberinto

de agua de Morris como se observa en la Tabla 39.

Tabla 39. Latencia cometida por ratas en la Memoria de Trabajo de la segunda generacion

Tratamiento Dia 1l Dia2 Dia 3

Papilla de zanahoria + AC 13+2a 12+ 2a 9+2a
Papilla de zanahoria control 14 + 5a 18 + 6a 11+3a
Control 21 +4a 13+1a 10 £ la

Valor -P 0.350 0.482 0.821

Valores expresados como el promedio en seg y su error estandar. Letras diferentes en la columna indican

una diferencia estadisticamente significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).
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Por consiguiente, se resume que no hubo diferencias estadisticamente significativas
en los tres tratamientos de la prueba de memoria de trabajo de las dos generaciones de ratas.
Esto se puede deber a que esta fue la tercera prueba que realizaron las ratas, y fue muy
diferente a las otras dos, ya que en la Memoria de corto y largo plazo la plataforma
permanecid en el mismo punto (Este), por lo que las ratas se familiarizaron con esta situacion.
Siendo que, en la prueba de Memoria de trabajo, la plataforma se movié 180 grados y los 3
grupos de ratas se confundieron y buscaron el mismo punto. Estos resultados son similares a
otra investigacion donde en la prueba de memoria de trabajo del laberinto de agua de Morris

no hubo diferencias significativas entre los grupos de ratas (Amaya-Guerra et al., 2006).

La evidencia sugiere que los animales al no encontrar la plataforma se estresan, por
lo que su desempefio podria ser mas deficiente o diferente en el laberinto de agua de Morris

(Bromley-Brits et al., 2011).
7.6.4. Efecto del acido clorogénico sobre el desempeiio de aprendizaje en ratas

El efecto del 4cido clorogénico sobre el nimero de errores cometidos en la prueba de
desempefio de aprendizaje en la primera generacion de ratas se observa en la Tabla 40. En el
dia 1 y dia 2 no hubo diferencias significativas (P > 0.50) entre el grupo que consumio la
papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico (dia 1: 2.8 y dia 2: 1.7), la papilla de zanahoria
control (dia 1: 2.1 y dia 2: 2.2) y el tratamiento control (dia 1: 2.8 y dia 2: 1.2). Sin embargo,
en el dia 3, se observaron diferencias significativas (P = 0.019), en donde el grupo que
consumio la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico mejord el nimero de errores de 2
a 1, en comparacion con el grupo que consumio la papilla de zanahoria control, el cual obtuvo

un promedio de errores de 2.3.

Tabla 40. Errores cometidos por las ratas en el Desempefio de aprendizaje de la primera generacion

Tratamiento Dia 1l Dia2 Dia 3%
Papilla de zanahoria + AC 2.8+0.4a 1.7+ 0.4a 1.0+ 0.0a
Papilla de zanahoria control 2.1+0.3a 22+0.7a 2.3+0.4b
Control 2.8+ 0.4a 1.2+0.2a 1.1+0.2a

Valor-P 0.403 0.468 0.019

103



Valores expresados como promedio de los/ errores de los individuos por tratamiento en el laberinto de
Morris y su error estandar. Letras diferentes en la columna indican una diferencia estadisticamente

significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

No se reportaron diferencias significativas (P> 0.050) en la latencia entre el
tratamiento de ratas al que se le administr6 la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico
(dia 1: 20 s, dia 2: 12 s, dia 3: 9 s), el grupo que consumio la papilla de zanahoria control (dia
1: 14 s, dia 2: 13 s, dia 3: 15 s) y el tratamiento control (dia 1: 18 s, dia 2: 11 s,dia 3: 9s) en

los tres dias de la prueba de desarrollo aprendizaje del laberinto de agua de Morris (tabla 41).

Tabla 41. Latencia cometida por las ratas en el Desempefio de aprendizaje de la primera generacion

Tratamiento Dia 1 Dia2 Dia 3

Papilla de zanahoria + AC 20+ 1a 12+2a 9+ la
Papilla de zanahoria control 14+ 1a 13 +2a 15+2a
Control 18+ 1a 11+ 1a 9+ la

Valor-P 0.128 0.868 0.058

Valores expresados como promedio en segundos y su error estandar. Letras diferentes en la columna

indican una diferencia estadisticamente significativa segtin la prueba de Tukey (P < 0.05).

En la segunda generacion, los roedores que consumieron las dietas con papilla de
zanahoria alta en 4cido clorogénico y la papilla de zanahoria control mejoraron
significativamente los promedios de los errores del dia 1 (3.4 y3.7)aldia3 (1.2 y0.7)enla
prueba de desarrollo de aprendizaje del laberinto de agua de Morris, sin embargo, a pesar de
la disminucion de errores, no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos

en ninguno de los 3 dias de prueba como se presenta en la Tabla 42 (P> 0.050).

Tabla 42. Errores cometidos por las ratas en el Desempefio de aprendizaje de la segunda generacion

Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3
Papilla de zanahoria + AC 3.4+0.5a 1.9+ 0.4a 1.2+0.2a
Papilla de zanahoria control 3.7£0.09a 1.6 £0.6a 0.7£0.1a
Control 2.6 +0.3a 1.9+0.5a 2.0+0.4a

Valor-P 0.361 0.922 0.053

Valores expresados como promedio de los errores de los individuos por tratamiento en el laberinto de
Morris y su error estandar. Letras diferentes en la columna indican una diferencia estadisticamente

significativa segun la prueba de Tukey (P < 0.05).
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El promedio de la latencia por dia de la prueba de desempeiio de aprendizaje de la
segunda generacion de ratas fue registrado en la Tabla 43. En general, se observd una
tendencia de disminucion de segundos de cada tratamiento conforme pasaron los dias de la

prueba de desempeiio de aprendizaje de la segunda generacion de ratas Wistar.

En el dia 1 y dia 2 no hubo diferencias estadisticamente significativas entre el
promedio de latencia entre el tratamiento de la papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico
(dia 1: 24 s y dia 2: 14), el grupo que consumi¢ la papilla de zanahoria control (dia 1: 29 sy
dia 2: 12) y el tratamiento control (dia 1: 23 s y dia 2: 14).

Tabla 43. Latencia cometida por ratas en el Desempefio de aprendizaje de la segunda generacion

Tratamiento Dia 1 Dia2 Dia 3*

Papilla de zanahoria + AC 24 £ 5a 14 +2a 8=+ 1la
Papilla de zanahoria control 29+7a 12+2a 7+ la
Control 23 +3a 14+ 3a 17+2b

Valor-P 0.730 0.912 0.020

Valores expresados como promedio en segundos y su error estandar. Letras diferentes en la columna

indican una diferencia estadisticamente significativa segtn la prueba de Tukey (P < 0.05).

Los estudios de investigacion sugieren que los compuestos fenolicos podrian actuar
de diferentes maneras sobre los diferentes tipos de memoria (memoria espacial a largo plazo,
corto plazo, memoria de trabajo y el desarrollo del aprendizaje). Por ejemplo, las elgitanninas
actuan a través del hipocampo, las proantocianidinas actuan en el surco cerebral y los
flavonoles son eficaces para regular el factor neurotrofico derivado del metabolismo cerebral

(Kwon et al., 2010; Rendeiro, Rhodes, & Spencer, 2015; Shukitt-Hale et al., 2007).

Por otro lado, el 4cido clorogénico actia sobre el sistema nervioso central a través
de la barrera hematoencefalica en su composicion quimica original o como un metabolito
secundario. Una vez dentro, activa la serotonina en el hipocampo del cerebro, lo que a su vez

disminuye la ansiedad del individuo (Bouayed et al., 2007).

Cabe mencionar que el dia 3 en la prueba de desarrollo de aprendizaje, el grupo que
consumio la papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico en ambas generaciones cometio
menos errores y latencia que el grupo de control en la primera generacion o con el grupo que

consumio la papilla de zanahoria control en la segunda generacion. Por lo tanto, el acido
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clorogénico presente en las papillas de zanahoria con alto contenido de acido clorogénico
podria haber ayudado a las ratas a experimentar menos estrés durante los ensayos y obtener

mejores resultados en las pruebas cognitivas.

Entre las cuatro pruebas realizadas en el laberinto de agua de Morris (memoria de
corto plazo, memoria de largo plazo, memoria de trabajo y desempefio de aprendizaje), no
hay un acuerdo sobre qué grupo tuvo un mejor desempeio. Sin embargo, las pruebas evaluan
diferentes tipos de memoria en la que la memoria espacio temporal se procesa en el
hipocampo, mientras que el desarrollo del aprendizaje es un estimulo que se asocia

repetidamente con una respuesta procesada en los ganglios basales (Prediger et al., 2008).
7.7. Efecto del acido clorogénico sobre la microbiota intestinal

7.7.1. Efecto del acido clorogénico sobre la concentracion de Lactobacillus spp. en

contenido intestinal de ratas

Los efectos benéficos de la microbiota intestinal estdn bien documentados y estudios
de investigacidn recientes sugieren que también puede influir en el Sistema Nervioso Central,
particularmente en el cerebro. Lactobacillus spp. son bacterias Gram positivas que se
encuentran en la microbiota y generalmente estan presentes como probioticos (Borre et al.,

2014).

El promedio, la mediana y el rango de concentracion de Lactobacillus spp. en el
contenido intestinal de las ratas Wistar de los tres tratamientos de la primera generacion se
registra en la Tabla 44. No hubo efecto significativo del acido clorogénico sobre el contenido
de Lactobacillus spp. de los tres tratamientos (P = 0.728), ya que el grupo que consumio la
papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico presentd concentraciones de Lactobacillus spp.
de 7.1 log células/g en el contenido intestinal, seguido por el grupo que consumi¢ la papilla
de zanahoria control con niveles de Lactobacillus spp. de 7.2 log células/g y por ultimo el
tratamiento control que obtuvo un contenido de Lactobacillus spp. de 7.4 log células/g en

contenido intestinal.

Tabla 44. Contenido de Lactobacillus spp. en intestino de ratas de la primera generacion

Tratamiento n Promedio Mediana IRQ P-Valor
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Papilla de zanahoria + AC 8 7.1a 7.4 7.1-8.1
Papilla de zanahoria control 8 7.2a 7.3 6.1-7.9 0.728
Control 7 7.4a 7.4 6.9-7.8

Los valores se expresan como media, mediana, media intercuartil (IRQ) del log de células de registro por
gramo de muestras fecales. Las letras diferentes indican una diferencia significativa estadisticamente. *

Indica una diferencia significativa estadisticamente por la prueba de Tukey (P < 0.05).

No obstante, en la segunda generacion se encontraron diferencias significativas (p
<0.019), ya que el grupo de ratas que consumi¢ la papilla alta en &cido clorogénico (6.9 log
células/g) y la papilla control (6.6 log células/g) tuvieron mayor concentracion de
Lactobacillus spp. comparados con el grupo control (4.5 log células/g). Estos resultados del
promedio de concentracion de Lactobacillus spp. en el contenido de las ratas se pueden

observar en la Tabla 45.

Tabla 45. Contenido de Lactobacillus spp. en intestino de ratas de la segunda generacion

Tratamiento n Promedio Mediana IRQ P-Valor
Papilla de zanahoria + AC 6 6.9a 7.0 64-173
Papilla de zanahoria control 4 6.6a 6.9 56-17.1 0.019%*
Control 6 4.5b 43 42-6.9

Los valores se expresan como media, mediana, media intercuartil (IRQ) del log de células de registro por
gramo de muestras fecales. Las letras diferentes indican una diferencia significativa estadisticamente. *

Indica una diferencia significativa estadisticamente por la prueba de Tukey (P < 0.05).

Se ha determinado que Lactobacillus spp. previene la disfuncion de la memoria al
normalizar la expresion del factor neurotrofico CA1 en el hipocampo de ratas (Bravo et al.,

2011b; Collins et al., 2012).

De igual manera, los polifenoles afectan la composicion de la microbiota al actuar
como probioticos al incrementar los microorganismos beneficiosos al tiempo que disminuyen
los microorganismos patdégenos los cuales podrian ser los pertenecientes al género
Clostridium Cluster XI que generalmente se ha visto que estan relacionadas con la obesidad
(Cowan et al., 2014). Un ejemplo de los polifenoles que aumentan los microorganismos
benéficos a la salud son los flavonoles que favorecen el crecimiento de Lactobacillus spp. y

Bifidobacterias spp. (Cardona et al., 2013; Cueva et al., 2013; Mills et al., 2015). Sin
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embargo, los mecanismos de accion que ayudan a aumentar el crecimiento de las bacterias

beneficiosas siguen siendo desconocidos (Cardona et al., 2013).

A su vez, este aumento en la concentracion de los Lactobacillus spp. en los
tratamientos con papilla alta en acido clorogénico y la papilla control coinciden con las
latencias mds cortas registradas en el dia 3 de la prueba de desempefio del aprendizaje de la

segunda generacion de las ratas (tabla 45).

6.7.2. Efecto del acido clorogénico sobre la concentracion de bacterias totales en

contenido intestinal de ratas

El acido clorogénico no afecto el contenido de bacterias totales del contenido
intestinal de los tres tratamientos de la primera generacion de ratas (P = 0.402). El grupo que
consumi6 la papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico presentd una concentracion
promedio de bacterias totales de 5.6 log células/g, seguido por el grupo control que obtuvo
niveles de bacterias totales de 5.0 log células/g, y el grupo que consumio la papilla de
zanahoria control tuvo un contenido de bacterias totales de 4.9 log células/g como se observa

en la Tabla 46.

Tabla 46. Contenido de bacterias totales en intestino de ratas de la primera generacion

Tratamiento n Promedio = Mediana IRC Valor -P
Papilla de zanahoria + AC 6 5.6a 5.2 4.7-83
Papilla de zanahoria control 8 4.9a 4.9 44-52 0.402
Control 8 5.0a 5.1 44-52

Los valores se expresan como media, mediana, media intercuartil (IRC) del log de células de registro por
gramo de muestras fecales. Las letras diferentes indican una diferencia significativa estadisticamente. *

Indica una diferencia significativa estadisticamente por la prueba de Tukey (P < 0.05).

El efecto del acido clorogénico sobre el promedio, la mediana y el rango del contenido
de bacterias totales de los tres tratamientos de la segunda generacion de ratas se muestra en

la Tabla 47.

Tabla 47. Contenido de bacterias totales en intestino de ratas de la segunda generacion

Tratamiento n Promedio Mediana IRC Valor -P

Papilla de zanahoria + AC 6 5.0a 4.9 49-53
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Papilla de zanahoria control 4 5.1a 5.0 48-55 0.045%*
Control 8 5.9b 5.6 43-79

Los valores se expresan como media, mediana, media intercuartil (IRC) del log de células de registro por
gramo de muestras fecales. Las letras diferentes indican una diferencia significativa estadisticamente. *

Indica una diferencia significativa estadisticamente por la prueba de Tukey (P < 0.05).

Los tratamientos con la papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico y la papilla de
zanahoria control de la segunda generacion de ratas no aumentaron el numero de bacterias
totales (5.0 log células/g y 5.1 log células/g) como recursos de carbono en comparacion del

control (P =0.045) que tuvo un contenido de bacterias totales de 5.9 log células/g.

La concentracion de bacterias totales en el contenido intestinal puede indicar que hay un
aumento de bacterias patdgenas para el organismo, por ejemplo, el género Clostridium
difficile, ya que se ha demostrado que hay una reduccioén de estas bacterias patdgenas en
humanos que consumen bebidas con polifenoles como el vino en un periodo de 20 dias

(Cowan et al., 2014).

6.8. Efecto del acido clorogénico sobre el cerebro de ratas

6.8.1. Efecto del acido clorogénico sobre el peso de cerebro, cerebelo y contenido de

mielina de ratas

La dieta de los tres tratamientos de la primera generacion de ratas no influyo en el peso
del cerebro y cerebelo de las ratas como se observa en la Tabla 48. Las ratas que consumieron
la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico mostraron un peso de cerebro de 1183 mg
y cerebelo de 301 mg/g, mientras que las ratas con el tratamiento de papilla de zanahoria
control tuvieron un peso de cerebro de 1240 g y de cerebelo de 280 mg/g, y el grupo control
presentd un peso de cerebro de 1296 g y cerebelo de 312 mg/g.

Tabla 48. Peso del cerebro, cerebelo y el contenido de mielina en la primera generacion de ratas

Tratamiento Peso del Cerebro! Peso del cerebelo? Mielina®
Papilla de zanahoria + AC 1183.15+91a 301.26 +31a 182.48 + 85a
Papilla de zanahoria control 1240.10 £139a 280.11 + 46a 165.75 + 14b
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Control 1296 + 90a 312.40 £ 48a 178.01 £ 11ab

Valores expresados como promedio de las determinaciones por triplicado y su desviacion estandar. Las
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

Los resultados son expresados en :mg, 2:mg/g and *: %.

Se ha observado que las ratas que consumen una dieta con menor cantidad de proteinas,
esta relacionada directamente con el desarrollo del peso del cerebro y cerebro en ratas, por
lo que esto podria estar sucediendo en la primera generacion de ratas, al estar consumiendo
solo un 90% de sus proteinas requeridas; ya que este pardmetro pudo influenciar en su
crecimiento del peso del cerebro y cerebelo al no consumir la calidad proteica necesaria o al

inadecuado equilibrio de los aminoacidos esenciales (Amaya-Guerra et al., 2006).

Por otro lado, se determind que hubo un efecto del acido clorogénico sobre el contenido
de mielina en la primera generacion de ratas, ya que los roedores que consumieron la papilla
de zanahoria con alto cantidad de acido clorogénico presentaron un porcentaje de mielina de
182% el cual fue significativamente mayor en comparacion con el tratamiento de la papilla
de zanahoria control y el control, quienes presentaron niveles de mielina de 165% y 178%

respectivamente.

Los resultados del efecto de los tratamientos sobre el peso de cerebro, cerebelo y
porcentaje de mielina de la segunda generacion de ratas Wistar se muestra en la Tabla 49. El
grupo de ratas control present6 el mayor peso de cerebro con 1161 g, mientras que el grupo
que consumio la papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico obtuvo un peso de cerebro de
1054 g, que es similar al peso de cerebro del grupo control y al grupo de la papilla de

zanahoria control (972 g).

Tabla 49. Peso del cerebro, cerebelo y contenido de mielina en la segunda generacion de ratas

Tratamiento Peso del Cerebro! Peso del cerebelo? Mielina’
Papilla de zanahoria + AC 1054.00 £+ 93ab 306.35 + 13ab 204.17 £ 6a
Papilla de zanahoria control 972.50 £ 12b 295.05 £ 8b 166.75 + 8b
Control 1161.80 = 126a 321.71 + 19a 206.75 £ 4a

Valores expresados como promedio de las determinaciones por triplicado y su desviacion estandar. Las
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P<0.05).

Los resultados son expresados en :mg, 2:mg/g and *: %.
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De igual manera, se observaron las mismas tendencias en el peso del cerebelo en la
segunda generacion de ratas, donde el grupo control present6 el mayor peso de cerebelo con
321 g, seguido del grupo de ratas que consumi6 la papilla de zanahoria alta en acido
clorogénico con un peso de cerebelo de 306 g, este resultado fue similar al peso del cerebelo
control y al peso del cerebelo del grupo de ratas que consumio la papilla de zanahoria control

que tuvo un peso de cerebelo de 295 g y que fue diferente estadisticamente al grupo control.

Por consiguiente, el grupo que consumio la papilla de zanahoria registr6 los pesos mas
bajos del cerebro y del cerebelo en la segunda generacion por lo que podrian estar
directamente relacionados con el desarrollo motor y la memoria a largo plazo en los animales

(Warren & Bedi, 1984).

El tratamiento con la papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico y el tratamiento
control tuvieron mayor porcentaje de mielina en el cerebro de las ratas de la segunda
generacion, ya que presentaron niveles de 204 mg/g y 206 mg/g respectivamente,
comparados con la papilla de zanahoria control que tuvo un contenido de mielina muy por
debajo de los otros tratamientos con 166 mg/g. Por lo que, debido a esta situacion, se puede
deducir que el 4cido clorogénico podria estar modulando los nucleotidos al activar la ecto-
nucleodsido trifosfatasa y la ecto-50-nucleotidasa y con esto aumentando el contenido de
mielina en los cerebros de las ratas (Leal et al., 2016). La mielina estd involucrada
directamente con las sefiales del sistema nervioso central, por lo que las ratas que
consumieron la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico podrian estar procesando las
sefales neuroldgicas mas rapido y esto a su vez se puede reflejar en los resultados cognitivos

(Amaya-Guerra et al., 2006; Elaine & Katja, 2012).

6.8.2. Efecto del acido clorogénico sobre el contenido de proteina, ARN y ADN en el

cerebro de ratas

El contenido de proteina en los cerebros de las ratas de la primera generacion fue muy
similar entre los tres tratamientos, ya que las ratas que consumieron la papilla de zanahoria
alta en acido clorogénico y las ratas que consumieron la papilla de zanahoria control
presentaron un contenido de proteina en cerebro de 105 mg/g, mientras que las ratas del grupo

control tuvieron un contenido de proteina en cerebro de 110 mg/g.
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De igual manera, en la primera generacion de ratas, el contenido de RNA entre
tratamientos fue similar y no significativo como se muestra en la Tabla 50. El grupo control
tuvo una concentracion de ARN en cerebro de 4.47 mg/g, seguido del tratamiento en el cual
se recibid una papilla de zanahoria con alto acido clorogénico el cual tuvo un contenido de
ARN en cerebro de 4.41 mg/g y por ultimo el grupo que recibi6 una papilla de zanahoria

control, con un ARN en cerebro de 4.22 mg/g.

Tabla 50. Contenido de proteina, ARN y ADN en el cerebro de ratas de la primera generacion

Tratamiento Proteina/peso de  ARN/peso ADN/ peso  Proteina/ADN  Proteina/ARN
cerebro de cerebro de cerebro
Papilla de zanahoria 105.85 £ 3a 441+02a 6.71+0.2ab 15.78+0.8a 0.66 + 0.03a
+ AC
Papilla de zanahoria 105.26 + 4a 422+0.3a 6.49 +0.2b 16.22+0.7a 0.65+0.03a
control
Control 110.22 + 1a 4.47+0.3a 6.92+0.3a 1592+04a  0.64=0.04a

Valores expresados como promedio de las determinaciones por triplicado y su desviacion estandar. Las
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

Los resultados son expresados en 1:mg/g.

Sin embargo, a diferencia de estos resultados, el parametro de ADN fue diferente, ya que
el grupo control presentd un mayor contenido de ADN en cerebro con 6.92 mg/g en

comparacion con el grupo que recibi6 la papilla de zanahoria control (6.49 mg/g).

Por lo cual, los cerebros del grupo control podrian tener un nimero mayor de neuronas
cerebrales que el grupo que consumid la papilla de zanahoria control (P < 0.011), ya que el
nimero de neuronas estar relacionadas directamente con el contenido de ADN cerebral
(Amaya-Guerra et al., 2006). El tratamiento con papilla de zanahoria alta en acido

clorogénico tuvo contenido similar (6.71 mg/g) a los otros dos tratamientos.

El efecto del 4cido clorogénico sobre el contenido de proteina, ARN y DNA en cerebro
de ratas de la segunda generacion se muestra en la Tabla 51. El contenido de proteina en
cerebro fue similar estadisticamente entre tratamientos, ya que el grupo control presentd una
concentracion de proteina cerebral de 106 mg/g, seguido del grupo de ratas que consumio la
papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico con un nivel de proteina cerebral de 105 mg/g

y el grupo que consumio la papilla de zanahoria control obtuvo un porcentaje de 102 mg/g
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de proteina cerebral. De igual manera, se observaron tendencias similares en la concentracion
de ADN entre tratamientos, ya que no presentaron diferencias significativas entre grupos. El
grupo control tuvo un nivel de ADN en cerebro de 6.88 mg/g, seguido por el tratamiento con
la papilla de zanahoria alta en acido clorogénico que presenté un contenido de ADN en
cerebro 6.77 mg/g y, por ultimo, el grupo con la papilla de zanahoria control, que obtuvo una

concentracion de ADN en cerebro de 6.40 mg/g.

Tabla 51. Contenido de proteina, ARN y ADN en el cerebro de ratas de la segunda generacion

Tratamiento Proteina/peso  ARN/peso ADN/peso  Proteina/ADN  Proteina/ARN
de cerebro! de cerebro!  de cerebro!
Papilla de zanahoria + 10526 +4a  4.85+0.2a 6.77 £ 0.4a 15.56 £ 0.6a 0.71 £0.03a
AC

Papilla de zanahoria 102.87+3a 4.00+0.08c 6.40+0.1a 16.08 £0.7a 0.62 +£0.02b
control

Control 106.67+2a 4.53+0.22b 6.88+0.3a 15.54+1.1a  0.66+0.02b

Valores expresados como promedio de las determinaciones por triplicado y su desviacion estandar. Las
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

Los resultados son expresados en 1:mg/g.

Sin embargo, en esta misma generacion, se observaron concentraciones diferentes de
ARN cerebral entre los tres tratamientos (P < 0.000). El grupo que consumio6 la papilla de
zanahoria alta en 4cido clorogénico tuvo un contenido de ARN en cerebro mayor (4.85 mg/g)
al grupo que consumo la papilla de zanahoria control (4.00 mg/g) e incluso al tratamiento

control (4.53 mg/g).

Esta medida (ARN) es utilizada para determinar el parametro de ARN / ADN, que es un
indicador de la actividad metabolica de las células cerebrales, por lo que el grupo que
consumio la papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico presentd una mayor actividad

metabolica que los grupos control y el grupo de la papilla de zanahoria control. (p <0,000).

Algunos investigadores han relacionado un bajo contenido de ADN y ARN en el cerebro
con la pérdida de memoria y enfermedades cronicas como el Alzheimer. Un aumento de los
radicales libres puede inducir la peroxidacion lipidica, que a su vez afecta a los acidos grasos
poliinsaturados presentes en el cerebro (Chu et al., 2009; Gul et al., 2016; Markesbery &
Lovell, 2007).
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El 4cido clorogénico es un potente antioxidante que puede inhibir la peroxidacion
lipidica, ya que secuestra los radicales libres, lo que proporciona un efecto protector contra
el estrés oxidativo en el cerebro (Gul et al., 2016; Kwon et al., 2010; Leal et al., 2016; Oboh
et al., 2013) . Ademas, los derivados del metabolito secundario del acido clorogénico como
los 4cidos fertlicos, cumadarico y cafeico también pueden atravesar la barrera
hematoencefalica y difundirse a diferentes regiones del cerebro. De igual manera, se ha
reportado que la difusion exitosa también se ve afectada y depende de otros factores como el
estado de carga, si son lipofilicos y las proteinas de transporte (Amaya-Guerra et al., 2006;

Ferlemi et al., 2015; Shukitt-Hale et al., 2009).

Los parametros de los resultados del efecto del &cido clorogénico sobre el
desarrollo cerebral y el laberinto de agua de Morris no coinciden entre los tres tratamientos.
Sin embargo, el laberinto de agua de Morris es complejo, ya que muchas veces el éxito o el
fracaso de los animales en la busqueda de la plataforma esta influenciado por varios factores

como la atencién, la motivacion y la funcion sensoriomotora (Prediger et al., 2008).

Por otro lado, debe senalarse que la mielina, el peso del cerebro, el peso del
cerebelo, el contenido de ADN y ARN estan estrictamente relacionados con una nutricion
adecuada de proteinas (Amaya-Guerra et al., 2006; Cruz-Rizzolo et al., 2017; Griffin,
Woodward, & Chanda, 2018) como se menciond anteriormente en la seccion del peso de
cerebro y cerebelo por lo que se debe considerar que los grupos que consumieron la papilla
de zanahoria alta en acido clorogénico y la papilla de zanahoria control consumieron
aproximadamente 90% de sus proteinas diarias y el 10% lo cubrio el puré de zanahoria que
contiene una pequena cantidad de proteina en comparacion con la caseina. Por lo tanto, si el
puré de zanahoria se usard como un suplemento para las dietas que cubren el 100% de los
requerimientos de proteinas, el acido clorogénico podria mejorar el desarrollo del cerebro, lo
que puede resultar en mejores resultados en las pruebas cognitivas del laberinto de agua de

Morris.
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8. CONCLUSIONES

El estrés por corte aumento el contenido de acidos hidroxicinamicos en las papillas
de zanahoria principalmente el dcido clorogénico.

La exposicion de las zanahorias cortadas al oxigeno y a la luz disminuyeron la
concentracion de carotenos en las papillas

La concentracion de papilla no fue suficiente para dar resultados significativos en el
laberinto de agua de Morris

No hubo efecto de la papilla alta en acido clorogénico en las funciones fisiologicas
de las ratas a excepcion de la primera generacion en donde el tratamiento con la
papilla de zanahoria alta en 4cido clorogénico presentd mayor inhibicion de xantina
oxidasa

Las papillas de zanahorias aumentaron la concentraciéon de Lactobacillus spp. 'y
disminuyeron el contenido de bacterias totales

La papilla de zanahoria alta en acido clorogénico tiene un efecto positivo sobre el
desarrollo del cerebro en cuanto al contenido de mielina y una mejor actividad
cerebral en comparacion con el tratamiento que consumi6 la papilla de zanahoria
control

Aunque no se obtuvieron diferencias significativas en las pruebas de laberinto y
andlisis sanguineos en las ratas de las dos generaciones, debido probablemente a la
baja concentracion de la papilla en la dieta; las diferencias significativas en las
pruebas con los cerebros (mielina y ARN) sugieren el principio del beneficio
cognitivo

El estrés por corte es un excelente método para inducir el acido clorogénico en

alimentos de manera natural, el cual puede tener un efecto benéfico para la salud.
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*» Se deben realizar mas estudios, incrementado el tiempo y concentracion de la papilla,
para determinar si hay un efecto sobre el desarrollo cognitivo, ya que este alimento

podria servir para prevenir algunas enfermedades cronico-degenerativas.

9. PERSPECTIVAS

Se recomienda hacer estudios subsecuentes a esta investigacion, en la cual se utilice
la papilla alta en &cido clorogénico inducida por estrés por corte como suplemento a una dieta
equilibrada entre tratamientos, es decir, utilizando la misma cantidad de calorias y de

proteinas entre los grupos.

Por otro lado, se recomienda hacer este mismo estudio en un solo género de ratas, ya
que se han visto diferencias significativas entre hembras y machos en el laberinto de agua de

Morris, por lo que podrian dar resultados diferentes.

Los resultados presentados en el metabolismo de ratas en nuestra investigacion y los
estudios publicados de otros autores, sugieren una nueva investigacion en la cual se
recomienda ofrecer una dieta hipercaldrica para inducir a los animales a alguna enfermedad
cronico-degenerativa los tratamientos con la introduccion de las papillas altas en el acido
clorogénico inducido a través del estrés por corte, para poder observar el efecto benéfico de
esta papilla sobre el peso ganado, el alimento ingerido, la glucosa en plasma, colesterol en

plasma, triglicéridos en plasma y antioxidantes en plasma.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Peso ganado de ratas que consumieron acido clorogénico de dos generaciones

Tratamiento Sexo Peso obtenido (%)
Primera Papilla con alto contenido de AC Macho 262 + 80
generacion Hembra 104 + 29
Papilla control Macho 215+ 12
Hembra 124 +£21
Control Macho 185+ 16
Hembra 126 +23
Segunda Papilla con alto contenido de AC Macho 169 £ 13
generacion Hembra 110+ 6
Papilla control Macho 219+39
Hembra 123 +£7
Control Macho 194 + 26
Hembra 1079

Valores expresados como promedio de las determinaciones y su desviacion estdndar
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Effects of carrot puree with enhanced levels of chlorogenic acid on rat cognitive
abilities and neural development
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Carlos Abel Amaya-Guerra® and Daniel A. Jacobo-Velazquez ®°
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY

In this study, the effect of carrot puree with enhanced levels of chlorogenic acid, obtained from Received 25 August 2019
carrots treated with wounding stress, on Lactobacillus concentration in microbiota, cognitive and Accepted 20 December 2019
brain development in two generations of rats was evaluated. Wistar rats were randomly assigned KEYWORDS

three different diets: control, 90% (w/w) control + 10% carrot puree (CP), and 90% control + 10% Carrot puree; wounding
wounding stress carrot puree (WSCP). Wounding stress enhanced chlorogenic acid concentration ~4 stress; chlorogenic acid;
times when compared to untreated CP (522 mg/kg). Rats treated with WSCP and CP diets increased cognitive test; Lactobacillus
the counts of Lactobacillus in the gut microbiota as compared with the control group (p < 0.019) of spp; brain development
the second generation. Myelin content of WSPC was significantly higher than control and CP groups
in the first generation. In the second generation, myelin raised to 204 mg/g in WSCP group and this
group had the highest RNA content. Overall, results indicate that WSCP improves brain develop-
ment by increasing myelin concentration and RNA.

PALABRAS CLAVE

Puré de zanahoria; estrés de
corte; acido clorogénico;
prueba cognitiva;
Lactobacillus spp; desarrollo
cerebral

Efectos del puré de zanahoria con niveles elevados de acido clorogénico sobre

las capacidades cognitivas y desarrollo neuronal de ratas

RESUMEN

En este estudio, se evalud el efecto del puré de zanahoria con niveles elevados de acido
clorogénico, obtenido de zanahorias tratadas con estrés de corte, sobre la concentracién de
Lactobacillus en la microbiota y el desarrollo cognitivo y cerebral de dos generaciones de ratas.
Las ratas Wistar se dividieron de forma aleatoria en tres dietas diferente: control, 90%(w/w) control +
10% puré de zanahoria(CP), y 90% control + 10% puré de zanahoria obtenida de zanahorias tratadas
con estrés de corte(WSCP). El estrés de corte incrementé ~4 veces el contenido de acido
clorogénico comparado con CP(522 mg/kg). Las ratas tratadas con las dietas WSCP y CP incremen-
taron el conteo de Lactobacillus en la microbiota intestinal de la segundas generacién comparado
con el grupo control (p < 0.019). El contenido de mielina del grupo WSPC fue significativamente
mayor que en los grupos control y CP en la primera generacién. En la segunda generacién, el
contenido de mielina se incrementé a 204 mg/g en el grupo WSCP, el cual mostré mayor contenido
de ARN. En general, los resultados indican que la dieta adicionada con WSCP mejora el desarrollo
cerebral mediante el incremento de mielita y ARN.

1. Introduction Postharvest abiotic stress has been reported to improve the
nutritional profile of vegetables by increasing the concentration
of phenolics and other chemical compounds synthesized during
stress response (Jacobo-Veldzquez & Cisneros-Zevallos, 2012).
Carrots have served as model system to investigate the effects
of post-harvest abiotic stresses such as wounding, UV light,
modified atmosphere and phytohormones. Among these tech-
niques, wounding stress is the most studied as it is one of the
most effective, fast, and economic approaches (Becerra-Moreno
et al, 2015; Jacobo-Veldzquez & Cisneros-Zevallos, 2012;
Surjadinata, Jacobo-Velazquez, & Cisneros-Zevallos, 2017).

Carrot is one of the main vegetable crops cultivated world-
wide, where China is the largest producer with an esti-
mated 20,000,000 annual ton. Carrots are good source of
carbohydrates, minerals (Ca, P, Fe, Mg), dietary fiber, and
phytochemicals like carotenes and phenolic compounds
(Datt, Swati, Singh, & Surekha, 2012; Esmail, 2017; Santana-
Galvez, Pérez-Carrillo, Velazquez-Reyes, Cisneros-Zevallos, &
Jacobo-Veldzquez, 2016).

Ingestion of phenolic compounds is associated with numer-
ous health benefits (Chdvez Mufoz, 2010; Gul, Demircan,
Bagdas, & Buyukuysal, 2016; Ma, Gao, & Liu, 2015; Mubarak Wounding stress activates the phenylpropanoid metabolic
et al, 2012; Wan et al,, 2012). Phenolic compounds are synthe- ~ foute that generates hydroxycinnamic acid derivatives, mainly
sized in plants for diverse physiological functions, serving as cell ~ chlorogenic acid (Becerra-Moreno et al, 2015; Jacobo-Velazquez

wall components or generated during stress response to protect & Cisneros-Zevallos, 2012). In carrots treated with postharvest
the cell from external biotic and abiotic agents (Jacobo- abioticstresses, chlorogenic acid is the main phenolic accumulated

Velézquez & Cisneros-Zevallos, 2012). (~440-920 mg/kg) (Jacobo-Velazquez & Cisneros-Zevallos, 2012).
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Chlorogenic acid (CA) is absorbed and metabolized by the
human body, where in vitro and clinical studies indicate that it
has a positive impact against chronic degenerative diseases
like diabetes (Ma et al., 2015), hypertension (Mubarak et al.,
2012), obesity (Huang, Liang, Zhong, He, & Wang, 2014), dysli-
pidemia (Wan et al., 2012), and metabolic syndrome (Santana-
Galvez, Cisneros-Zevallos, & Jacobo-Veldzquez, 2017).

In addition to the well-documented benefits against the
metabolic syndrome, research studies suggest phenolic com-
pounds may improve neuron performance and help against
aging neuron degeneration (Gul et al., 2016; Prediger et al.,
2008; Shukitt-Hale et al., 2005). Scientific reports evaluating CA
effects on neural health are scarce, although Gul et al. (2016)
reported that this compound protects rat brain cortical cells
against oxidative stress. Similarly, CA may have anti-amnesic
activity in the hippocampus and frontal cortex (Kwon et al.,
2010). CA is mostly metabolized by the gut microbiota, exert-
ing a prebiotic effect (Cowan et al., 2014; Gonthier, Verny,
Besson, Rémésy, & Scalbert, 2003). On the other hand, recent
studies suggest that microbiota may be involved in neuronal
development and function (Borre et al, 2014; Bravo et al.,
2011). Phenolic compounds, like CA, may modulate the micro-
biota in vivo, producing changes in beneficial bacteria such as
Lactobacillus spp. (Molan, Liu, & Kruger, 2010).

The objective of the present study was to evaluate the
effect of carrot puree with enhanced levels of chlorogenic
acid obtained from carrots treated with wounding stress on
the microbiota, cognitive and brain development of rats.

2. Materials and methods

2.1. Wounding stress application and production of
carrot puree

Carrots (Daucus carota L.) were purchased in a local super-
market and visually inspected to discard samples with
physical damage. Carrots were washed and disinfected
with a chlorine solution (200 mg/L, pH 6.5-7.0) for 5
min. Both carrot ends were manually cut-off with a steel
knife and the remaining carrot bodies were sliced with
a commercial food processor (Waring Commercial, WFP11,
Torrington, CT, USA). Samples intended to serve as non-
stressed carrot puree (CP) were blanched (82°C, 6 min),
grinded and pasteurized (85°C, 10 min). In the case of
samples intended for the production of puree obtained
from carrots treated with wounding stress (wounding
stress carrot puree, WSCP), carrot slices were placed in
plastic containers and stored for 48 h at 15°C before
blanching, grinding and pasteurizing. Wounding Stress
conditions were established to maximize the phenolic
content of carrot based on studies previously performed
by our group (Kovacs et al., 2011; Santana-Gélvez et al.,
2016). Puree was cooled down to 20°C, divided into 30-g
portions, and stored in 50-mL plastic cryovials at —80°C
until used.

2.2, Proximal composition

CP and WSPC were analyzed to determine protein (NMX-F608-
Normex-2011), fat (NOM-086-SSA-1-1994), non-soluble dietary
fiber (AOAC 991.42), soluble dietary fiber (AOAC 993.19), total
dietary fiber (AOAC 985.29), ash (NMX-F-607-Normex-2013),
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and moisture (NOM-116-SSA-1-1994) contents. All results
were expressed as percentage in weight basis.

2.3. Phenolic compounds

Carrot puree samples (5 g) were homogenized with 20-mL of
methanol and centrifuged for 15 min (12,000 g, 4°C). The super-
natant was collected and filtered with a 0.45-um syringe, and
a 10-pL aliquot was injected to a HPLC-DAD (Agilent
Technologies, 1260 Infinity Santa Clara, CA, USA) with a reverse
C18 column (250 x 4.6 mm, 15 um, Luna, Phenomenex, Torrance,
CA, USA). Mobile phases consisted of water (A) and 60% metha-
nol (B) solutions adjusted to pH 2.5 with orthophosphoric acid.
Phenolics were detected at 320-nm wavelength. Chromatogram
information was processed with OpenLAB CDS ChemStation
software (Agilent Technologies), and results were expressed
as mg/kg on dry weight base (Santana-Galvez et al., 2016).

2.4. Rat individuals and diets

Post-weaning Wistar rats (30 day) were randomly selected
and fed according to diets shown in Table 1. Each treatment
group contained four females and four males, and rodents
were individually kept in stainless steel cages with controlled
room conditions (21°C, 12 h of alternate light/dark cycles).

The control group daily received 30 g of a casein balanced
diet (AIN-76). The diet AIN-76 semi-purified casein control diet
was formulated with 20% casein, 50% sucrose, 15% corn
starch, 5% cellulose, 5% vegetable oil, 3.5% mineral mix and
1% vitamin mix (Bieri, 1980). The remaining treatments group
were fed with 90% (w/w) of the AIN-76 diet, and the rest 10%
(w/w) intake was supplied through carrot puree (CP; Group 2)
or wounding-stress carrot puree (WSCP; Group 1) for 30 days
(Table 2). Ad libitum water intake was set for all treatment
groups. Food intake per day and weight gain per week were
recorded until sacrifice day.

After 30 days, the rats were subjected to cognitive tests
described below (60 d of age). Once rats finished cognitive
tests two females were randomly paired with one male of the
same treatment group up to 10 days for reproduction, and
male individuals were rotated after 5 days. Pregnant females
were placed in maternity cages and males were placed back in
their individual cage. Rats gave birth after 27 days allowing
offspring weaning for 20-25 days. Feeding of the first rat gen-
eration continued as established in Table 1 during the repro-
duction and lactation periods. At 179 d of age, individuals were
anesthetized through intraperitoneal injection of sodium pen-
tobarbital (40 mg/kg) and sacrificed with intracardiac puncture.

The small intestine and brain were surgically removed and
stored in hermetic, wide opening 60-mL containers. All samples
were stored at —20°C until further analysis. Post-weaning survi-
vors of the second rat generation were selected to continue

Table 1. Treatments and diets.

Tabla 1. Tratamientos y dietas.

Treatment % AIN-76 Diet % Carrot Carrot puree
WSCP 90 10 Wounding stress

cp 90 10 Non-stressed/control
Control group 100 - -

WSCP: wounding stress carrot puree; CP: control carrot puree; AIN-76: base
diet complemented with casein.

WSCP: Papilla de zanahoria inducida con estrés por corte: CP: Papilla de
zanahoria control: AIN-76: Dieta base complementada con caseina.
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Table 2. Composition of the experimental diets per day (30 g).

Tabla 2. Composicién de las dietas experimentales por dia (30 g).

Component WSCP CcpP Control (AIN-76)
Casein 5449 549 6.0 g
Sucrose 1359 13549 15049
Corn starch 4.05 g 4.05 g 4549
Cellulose 1359 1359 159
Vegetable oil 1359 1359 159
Mineral mix 094 g 0.94 g 1059
Vitamin mix 027 g 027 g 03g
Carrot puree 309 309 -
Calories 110.2 kcal 110.3 kcal 121 kcal
Chlorogenic acid 0.6 mg 0.14 mg -

WSCP: wound stress carrot puree; CP: control carrot puree; AIN-76: base diet
complemented with casein. Results were expressed as fresh weight.

WSCP: puré de zanahoria obtenido de zanahorias tratadas con estrés de corte;
CP: puré de zanahoria control. AIN-76: Dieta base complementada con
caseina. Resultados expresados como base himeda.

diets for 1 month (Table 2). As in the case of the first generation,
each treatment group was balanced with four-female and
4-male individuals. Following 30 days, second-generation rats
were subjected to cognitive tests and sacrificed for collecting
small intestine and brain samples as described above. This
experimental protocol was reviewed and approved by the
Research Ethics Committee of the Faculty of Biological
Sciences (CEIBA-2018-031).

2.5. Cognitive development

Each rat generation was subjected to the Morris maze test
(Morris, 1984). A circular water tank was subdivided into four
sections  (northwest, northeast, southwest, southeast).
A blue-coloured squared platform was placed in the water
tank. Blue-tainted water filled the tank to hide the platform.
The submerged platform was moved 180° from its original
position (southeast). Rats started on the northern position (plat-
form on the south). The platform location was subsequently
rotated to the south, east and west of the water tank, and the
rat drop-off point was moved along accordingly. Each trial was
repeated four times during three consecutive days. Latency and
error were recorded for each individual (Amaya-Guerra, Serna
Saldivar, & Alanis-Guzman, 2006).

2.6. Gut microbiota DNA

Surgically removed small intestines were homogenized with
1:10 (w/v) of peptone water in a sterile laminar flow hood
(Santacruz et al, 2012). DNA extraction was done with
DNeasy Clean Microbial kit (QIAGEN, 6MBH, QIAGEN
STRASSEL, Hilden, Germany).

2.7. RT-PCR microbial quantification

Lactobacillus spp. and total count were determined by real-
time PCR using specific primers for each microbial group.
Amplification and detection were determined with a Rotor-
Gen R6-3000, QIAGEN using the SyBR Green PCR kit consist-
ing of 12.5 pL forward primer, 12.5-uL reverse primer, 12.5 pL
of SyBR Green PCR Master Mix, and 3 pL of DNA. The
sequence of the forward and reverse primers were
5'AGCAGTAGGGAATCTTCCA and 3'ATTYCACCGCTACACATG
for Lactobacillus spp.; 5TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGC

and 3'CCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT for total
(Liu et al., 2014).

bacteria

2.8. Myelin determination

Brain and cerebellum samples were weighed with an ana-
lytical balance prior to extraction. Half of the surgically
removed brains and cerebellums were mixed with
a chloroform/methanol/water 8:4:3  (v/v/v) solution.
Butylated hydroxytoluene (BHT) was added (0.02g/L) to
prevent lipid oxidation. Samples were diluted (1:10) and
homogenized in sucrose solution (0.8 mol/L). The mixture
was centrifuged at 12,000 rpm for 70 min. Supernatants
were collected and resuspended in 30 mL of distilled
water. Samples were placed in ice and manually agitated
for 20 min. Centrifuging followed by washing was per-
formed two more times, and the final extract was dried
in a vacuum incubator (Model 1400 E; VWR, West Chester,
PA, USA) at 60°C. Dried samples were weighed in an
analytical balance (VE204-B) (Folch, Lees, & Sloane
Stanley, 1957).

2.9. Brain’s protein determination

Protein content of brain was determined with 2-mL aliquot
taken in duplicate and digested with 3 mL of H2504 and 1
g of K2SO4: CuSO4 (25:1) in a micro-Kjeldahl. The nitrogen
content was determined after the sample was adjusted to
25 mL with distilled water using an Orion 901 ion analyzing
microprocessor (Orion Research, Inc. Cambridge, MA). Bovine
serum albumin and ammonium sulfate were used to standar-
dize the procedure. Protein content was estimated by multi-
plying nitrogen content by 6.25 (Bernocchi & Scherini, 1980).

2.10. Cerebral DNA and RNA determination

Brain tissue (0.5 g) was suspended in a trichloroacetic acid
solution (TCA; 50% v/v) and centrifuged at 2,500 rpm for 20
min. The pellet was collected, resuspended in 2.0 mL of 5% (v/
v) TCA and immersed for 30 min in a boiling water bath. Tubes
were centrifuged at 2,500 rpm for 15 min (Morse & Carter,
1949). Supernatant was collected for colorimetric DNA and
RNA determination (Dische, 1983). An aliquot (1.2 mL) was
mixed with 24 mL of orcinol and placed for 15 min in
a boiling water bath. Samples were cooled down and absor-
bance was measured at 665 nm to determine RNA content. For
DNA quantification, 320 pL of diphenylamine were added to
each sample. The mixture was incubated at 37°C during 4 h,
and absorbance was measured at 600-nm wavelength in
a Spekol-spectrocolorimeter (VEB-Carl Seizz, Jena, Germany).

2.11. Statistical analysis

Average and standard deviation values of phytochemical con-
centration for each diet treatment group were analyzed with
a one-factor ANOVA using SPSS Statistics software (v22).
Lactobacillus spp., total bacteria count, and Morris cognitive
tests results were analyzed using the Tukey mean comparison
tests. Statistical analysis was done with 0.05 significance.



3. Results and discussion

3.1. Carrot puree phytochemical and physicochemical
characterization

CP and WSCP had similar carbohydrate, fiber, fat and protein
content (Table 3). On the other hand, wounding stress enhanced
chlorogenic acid concentration ~4 times (2296 + 217 mg/kg)
when compared to control carrot puree (522 + 23 mg/kg). The
results for CA content reported herein are in agreement with
a previous report, where carrots treated with wounding stress,
were further processed into juice by applying additional treat-
ments such as blanching and pasteurization (Santana-Gélvez,
Santacruz, Cisneros-Zevallos, & Jacobo-Velazquez, 2019).
Likewise, WSCP showed 2-5-fold higher concentrations of cou-
maric acid (p-CA) and p-CA derivative p-CADA when compared
to control samples. Santana-Gélvez et al. (2016) observed
a similar increase of these phenolic compounds after wounding
stress. Results showed 522% CA and 69% p-CADA increments in
wounding stress shredded carrots when compared to the con-
trol. Hydroxycinnamic acid derivatives like chlorogenic acid and
coumaric acid are synthesized via the phenylpropanoid meta-
bolic route which is triggered as part of the plant cell mechan-
isms against cellular damage induced by wounding
(Jacobo-Veldzquez & Cisneros-Zevallos, 2012).

3.2. Learning development

Food intake and weight gain were not statistically different
between treatments. There were no significant differences
between the three groups in the first two days of the learn-
ing development test in the first rat generation (Figure 1).
Nevertheless, WSCP improved the number of errors from 2
to 1 when compared with the CP group (p < 0.079) in day 3.
On the second generation, subjects under CP and WSPC
diets significantly improved, averaging 1 error and <10 s to
find the hidden platform. Both parameters were significantly
lower (p < .020) when compared to the control diet group.

Table 3. Carrot puree proximal and phytochemical composition.

Tabla 3. Composicién proximal y fitoquimica de la papilla de zanahoria.

Samples

Control carrot Wounding stress

Determination puree carrot puree
Proximal composition
Carbohydrates (% FW) 6.77 + 0.19a 7.63 +0.21a
Ash (% FW) 0.54 + 0.04a 0.48 £ 0.01a
Insoluble dietary fiber (% FW) 1.38 + 0.57a 1.33 + 0.38a
Soluble dietary fiber (% FW) 1.19 £ 0.51a 1.31 £ 0.45a
Total dietary fiber (% FW) 2.57 £ 0.16a 2,64 + 0.47a
Fat (% FW) 0.29 £ 0.01a 0.27 £ 0.02a
Proteins (% FW) 0.59 + 0.03a 0.59 + 0.03a
Moisture (% FW) 91.7 £ 0.22a 91.0 + 0.25a
Phytochemical composition
Phenolics
Chlorogenic acid (mg/kg DW) 522 + 23b 2296 + 217a
p-CA (mg/kg DW) 64 + 4b 121 + 12a
p-CADA (mg/kg DW) 12+ 1b 62 + 4a

Values are means and standard deviations. Rows with different letters were
statistically different (p < 0.05) by the Tukey's Test. Results were expressed
as fresh weight (FW) and dry weight (DW). p-CA: p-coumaric acid; p-CADA:
p-coumaric acid derivate.

Los valores estdn expresados como medias y su desviacion estandar. Las filas
con letras diferentes fueron estadisticamente diferentes (p < 0.05) segun la
prueba de Tukey. Los resultados se expresaron como peso fresco (FW)
y peso seco (DW). p-CA: &cido p-cumarico; p-CADA: derivado de A&cido
p-cumarico.
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Although there are no previous reports on the application of
CA in cognitive development, a previous study of Jang et al.
(2013) investigated the consumption of instant decaffei-
nated coffee (120 mg/g per day) in scopolamine rats for 2
weeks. Coffee contains high amounts of CA. In agreement
with the results obtained herein, scopolamine rats treated
with instant decaffeinated coffee showed improved perfor-
mance in Morris water maze as compared with the
untreated rats.

Research studies suggest that phenolic compounds could
act in different ways on learning development. For example,
ellagitannins act through the hippocampus, proanthocyani-
dins in the brain sulcus and flavonols are efficient to regu-
lated the neurotrophic factor derived from the brain
metabolism (Kwon et al, 2010; Rendeiro et al, 2013).
Chlorogenic acid acts on Central Nervous System through
the blood-brain barrier in its original chemical composition
or as a secondary metabolite. Once inside, it triggers seroto-
nin in the brain hippocampus which in turn lowers the
anxiety of the individual (Bouayed, Rammal, Dicko, Younos,
& Soulimani, 2007). It should be noted that on day 3, group
WSCP of both generations made fewer errors/latencies than
the control group in the first generation or with the group
CP in the second generation. Therefore, chlorogenic acid
present in WSCP could have helped rats to experience less
stress during trials and perform better on cognitive test
(Prediger et al., 2008).

3.3. Lactobacillus spp. concentration in gut microbiota

The beneficial effects of gut microbiota are well documented
and recent research studies suggest that it may also influ-
ence the Central Nervous System, particularly the brain
(Borre et al., 2014; Bravo et al,, 2011). Moreover, it has been
demonstrated that phenolic compounds can regulate the
composition of microbiota (Filosa, Meo, & Crispi, 2018).
Lactobacillus spp. are Gram-positive bacteria present in the
microbiota and they are usually present as probiotics. This
genus of bacteria is capable to produce gamma-
aminobutyric acid (GABA), which is an activity biogenic sub-
stance present in CNS and implicated in neurotransmission
and brain metabolism (Yunes et al., 2016).

Diet did not influence gut microbiota in the first genera-
tion on the three groups (Table 4). Nonetheless, WSCP and
CP had higher concentration of Lactobacillus spp. than the
control group (p < 0.079) of the second generation.
Lactobacillus spp. prevents memory dysfunction by normal-
izing the expression of neurotrophic factor CA1 on rat hip-
pocampus (Bouayed et al., 2007; Bravo et al., 2011). Phenolic
compounds affect microbiota composition by exerting as
probiotics for beneficial microorganisms while sensitizing
pathogens. For example, flavonols favor Lactobacillus spp.
and Bifidobacteria spp. growth (Cardona, Andrés-Lacueva,
Tulipani, Tinahones, & Queipo-Ortuio, 2013; Cueva et al,,
2013), although the mechanisms that enhance beneficial
bacteria growth remain unknown (Cardona et al., 2013).
Higher Lactobacillus spp. contents in WSCP and CP coincide
with shorter latencies in learning performance of the second
generation at day 3 (Figure 1(d)). On the other hand, the
total bacteria count in the gut microbiota of the first gen-
eration is similar among the three treatments. However,
groups of the second generation that consumed the carrot
purees (WSCP and CP) did not increase the number of
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Figure 1. Learning Performance errors and latency in two generations of rats. Figures: (a) Learning performance errors in first generation; (b) Learning
performance latency in first generation; (c) Learning performance errors in second generation; (d) Learning performance latency in second generation. Values
are means and bars indicate standard error of the mean. * indicates statistically significant difference by the Tukey's Test (p < 0.005). WSCP: wound stress carrot

puree; CP: control carrot puree; AIN-76: base diet complemented with casein.

Figura 1. Errores y latencia en el desempefio de aprendizaje de dos generaciones de ratas. Figuras: (a) Errores en el desempero de aprendizaje en la primera
generacion; (b) latencia en el desempefio de aprendizaje en la primera generacion; (c) errores en el desempefio de aprendizaje en la segunda generacion; (d)
Latencia en el desempefio de aprendizaje en la segunda generacion. Los valores estdn expresados como medias y las barras indican el error estandar de la
media. * indica una diferencia estadisticamente significativa mediante la prueba de Tukey (p < 0.005). WSCP: puré de zanahoria obtenido de zanahorias tratadas
con estrés de corte; CP: puré de zanahoria control. AIN-76: Dieta base complementada con caseina.

Table 4. Bacterial counts in gut microbiota.

Tabla 4. Recuento de bacterias en la microbiota del intestino.

Lactobacillus
Treatment n Mean Median IQR P-Value
First generation
WSCP 8 7.1a 74 7.1-8.1 0.728
cP 8 7.2a 7.3 6.1-7.9
AIN-76 7 7.4a 74 6.9-7.8
Total bacteria
WSCP 6 5.6a 5.2 4.7-83 0.402
cP 8 4.9a 49 44-52
AIN-76 8 5.0a 5.1 44-52
Second generation
WSCP 6 6.9a 7.0 6.4-7.3 0.019*
cP 4 6.6a 6.9 5.6-7.1
AIN-76 6 4.5b 43 42-6.9
Total bacteria
WSCP 6 5.0a 49 49-53 0.045*
CcP 4 5.1a 5.0 4.8-55
AIN-76 8 5.9b 5.6 43-79

Data are shown as mean, median, interquartile range (IQR) of log cell number
per gram of fecal samples. Mean with different letters indicate statistically
significant difference. *Indicates statistically significant difference by Tukey’s
test (p < 0.050). WSCP: wound stress carrot puree; CP: control carrot puree;
AIN-76: base diet complemented with casein.

Los datos se muestran como media, mediana, rango intercuartil (RIC) del
nudmero de células logaritmicas por gramo de muestras fecales. El promedio
con letras diferentes indica una diferencia estadisticamente significativa. *
Indica una diferencia estadisticamente significativa mediante la prueba de
Tukey (p < 0.050). WSCP: puré de zanahoria obtenido de zanahorias tratadas
con estrés de corte; CP: puré de zanahoria control. AIN-76: Dieta base
complementada con caseina.

bacteria as carbon sources, in comparison with the control
(p < 0.045). These results indicate that CA helps to maintain
gut health by modulating the gut microbial balance through
stimulating the growth of beneficial bacteria such as
Lactobacillus spp.

3.4. Brain development

Diet did not influence brain (1183-1296 mg) or cerebellum
(280-312 mg) weight of the first generation (Table 5). Over
the next generation, CP and WSCP averaged more brain and
cerebellum weight, although significant differences were
only found while comparing the control and CP treatments.
Myelin content of WSPC was significantly higher (183 +
45 mg/g) than CP (166 + 14 mg/g) group. In the second
generation, myelin raised to 204 + 6 mg/g, although signifi-
cant differences were only observed with the CP group.
Chlorogenic acid could be modulating nucleotides by activat-

ing the ecto-nucleoside triphosphatase and ecto-50-

Table 5. Effect of diet on brain and cerebellar weight and myelin.

Tabla 5. Efecto de la dieta sobre el peso del cerebro y cerebelo y mielina.

Treatment Brain weight' Cerebellar weight? Myelin®
First generation
WSCP 1183.15 £ 91a 301.26 £ 31a 182.48 + 85a
CcpP 1240.10 + 139a 280.11 + 46a 165.75 + 14b
Control 1296 + 90a 312.40 + 48a 178.01 + 11ab
Second generation
WSCP 1054.00 + 93ab 306.35 + 13ab 204.17 + 6a
CcP 972.50 £ 12b 295.05 + 8b 166.75 + 8b
Control 1161.80 + 126a 321.71 £ 19a 206.75 + 4a

Values are means and standard deviations. Columns of each generation with
different letters indicate statistically significant difference by the Tukey's
Test (p < 0.005). Results expressed in 'mg, mg/g and %. WSCP: wound
stress carrot puree; CP: control carrot puree; AIN-76: base diet complemen-
ted with casein.

Los valores estan expresados como medias y su desviacion estandar. Las
columnas de cada generacion con letras diferentes indican una diferencia
estadisticamente significativa segin la prueba de Tukey (p < 0.005).
Resultados expresados en 'mg, “mg/g y 3%. WSCP: puré de zanahoria
obtenido de zanahorias tratadas con estrés de corte; CP: puré de zanahoria
control. AIN-76: Dieta base complementada con caseina.



nucleotidase to increase myelin content (Leal et al., 2016). Myelin
is directly involved with signals of the central neuro system, thus
rats consuming WSCP can process neuro signals faster and may
be reflected on cognitive results (Amaya-Guerra et al., 2006;
Elaine & Katja, 2012). The CP group registered the lowest brain
and cerebellum weights, which are directly related to motor
development and long-term memory in animals (Warren &
Bedi, 1984). No significant differences between treatments in
protein and RNA concentrations were observed in the first gen-
eration (Table 6). However, the control group brains could have
a greater number of brain neurons than the CP group (p <0.071),
because neurons may be related to brain DNA content (Amaya-
Guerra et al., 2006). In generation two, the WSCP group had the
highest RNA content, followed by the control group and finally
the CP group (p < 0.000). This parameter is used to determine
RNA/DNA, which is an indicator of metabolic activity of brain
cells, so WSCP group showed greater metabolic activity than the
control and CP groups (p < 0.000).

Some researchers have related a low DNA and RNA brain
content with memory loss and chronic diseases like
Alzheimer. An increase of free radicals may induce lipid
peroxidation, which in turn affects polyunsaturated fatty
acids present in the brain (Chu et al., 2009; Gul et al., 2016;
Markesbery & Lovell, 2007). Chlorogenic acid is a potent
antioxidant that may inhibit lipid peroxidation as it seques-
ters free radicals, providing a protective effect against oxida-
tive stress in the brain (Elaine & Katja, 2012; Gul et al., 2016;
Kwon et al., 2010). Furthermore, chlorogenic acid derivatives
like ferulic, coumaric, and caffeic acids may also go through
the blood-brain barrier and diffuse to different brain regions.
Successful diffusion is also affected by other factors like
charge state, lipophile and transport proteins (Amaya-
Guerra et al., 2006; Ferlemi et al., 2015; Shukitt-Hale et al,,
2005). Likewise, results observed in the second could be
attributed to an epigenetic regulation capacity exerted by
CA present in WSCP (Lee & Zhu, 2006).

Parameters on the brain development results and the
Morris water maze do not coincide between treatments.
However, Morris water maze is complex, since many times
the success or failure of the animals in the search for the
platform is influenced by several factors such as attention,
motivation and sensorimotor function (Prediger et al., 2008).
On the other hand, it should be noted that myelin, brain
weight, cerebellum weight, DNA and RNA content are strictly
related to adequate protein nutrition (Cruz-Rizzolo et al.,
2017; Griffin, Woodward, & Chanda, 2018) and it should be
considered that the CP and WSCP groups consumed

Table 6. Effect of diet on brain protein, RNA and DNA.
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approximately 90% of their daily proteins as carrot puree
contains a small amount of protein than casein. Therefore, if
the carrot puree will be used as a supplement to diets
covering 100% of protein requirement, the WSCP may result
in improved brain development, which may subsequently
result in better results on Morris water maze cognitive tests.

4. Conclusions

Results indicated that WSCP have a positive effect on improv-
ing brain development, myelin concentration and brain of rats.
Rats treated with WSCP showed a higher concentration of
Lactobacillus spp and lower total bacterial content compared
to CP group, indicating that CA exerts a prebiotic effect. Now
that the potential positive effects of CA on Lactobacillus spp
have been identified, future research should consider the eva-
luation of a dose response. Furthermore, to better understand
these results more studies evaluating a larger rodent popula-
tion considering longer study duration, more generations and
the effect of gender should be performed. Indeed, the latter
(effect of gender) should be specially considered since
although reports indicate that gender does not affect the gut
microbiota (Lay et al., 2005), other authors have reported that
gender affect gut microbiota, metabolism and neural system
(Bridgewater et al., 2017; Bullock, Gemzik, Johnson, Thomast, &
Parkinson, 1991; Czerniak, 2001; Fukuno, Nagai, Horii,
Yamamoto, & Konishi, 2018; Fukushima et al., 2015; Jasarevic’,
Morrison, & Bale, 2016; Org et al., 2016), suggesting that com-
pounds may undergo gender-dependent metabolism.
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Tabla 6. Efecto de la dieta sobre el contenido de proteina, ARN y ADN en el cerebro.

Treatment Protein/brain weight' RNA/brain weight' DNA/brain weight' Protein/DNA RNA/DNA
First generation
WSCP 105.85 * 3a 441 £ 0.2a 6.71 + 0.2ab 15.78 + 0.8a 0.66 + 0.03a
CcP 105.26 * 4a 4.22 £ 03a 6.49 + 0.2b 16.22 = 0.7a 0.65 + 0.03a
Control 110.22 = 1a 447 £ 0.3a 6.92 + 0.3a 15.92 + 0.4a 0.64 + 0.04a
Second generation
WSCP 105.26 * 4a 485 + 0.2a 6.77 £ 0.4a 15.56 + 0.6a 0.71 £ 0.03a
CcpP 102.87 + 3a 4,00 + 0.08c 6.40 + 0.1a 16.08 = 0.7a 0.62 + 0.02b
Control 106.67 + 2a 4.53 + 0.22b 6.88 + 0.3a 15.54 = 1.1a 0.66 + 0.02b

Values are means and standard deviations. Columns of each generation with different letters indicate statistically significant difference by the Tukey's Test (p < 0.005).
Results expressed in "mg/g. WSCP: wound stress carrot puree; CP: control carrot puree; AIN-76: base diet complemented with casein.

Los valores estan expresados como medias y su desviacion estandar. Las columnas de cada generacion con letras diferentes indican una diferencia
estadisticamente significativa segun la prueba de Tukey (p < 0.005). Resultados expresados en 'mg/g. WSCP: puré de zanahoria obtenido de zanahorias
tratadas con estrés de corte; CP: puré de zanahoria control. AIN-76: Dieta base complementada con caseina.
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Abstract

Introduction: Malnutrition is a common status in patients with tuberculosis (TB). Because TB is disseminated through the sputum of infected
persons, individuals who maintain relations with a TB patient are at high risk of infection; this risk is greater when contacts present an
inadequate nutritional status. The aim of this work was to analyse and compare the nutritional status and macro and micronutrient intake of TB
patients and their household contacts.

Methodology: A cross-sectional study was carried out in TB patients from Nuevo Leon, México, and their household contacts. Thirty-nine
patients diagnosed with TB and 62 contacts were evaluated. Anthropometric evaluation was performed considering weight, height, body mass
index (BMI) and waist-hip ratio (WHR); nutrient intake was evaluated by applying 24-hour dietary recalls.

Results: According to anthropometric assessment, the study population showed a greater trend towards being overweight and obese; 62% of
TB patients and contacts had this type of malnutrition, while only 8% of individuals were undernourished. A greater tendency towards
malnutrition was observed in the TB patient group.

Conclusions: TB patients and their contacts presented as overweight and obese. Both groups showed similar patterns in macro and micronutrient

intake. Implications of deficiencies in the intake of these nutrients are discussed on the basis of their effects on individual health.
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Introduction

Tuberculosis (TB) is a bacterial infection caused by
Mycobacterium tuberculosis that primarily affects the
lungs [1]. The main mechanism of bacterial spread and
transmission is by air through the sputum of infected
individuals [2]. Annually worldwide, TB causes
approximately three million deaths and infects between
one and two billion people [3]. The population infected
with TB often is malnourished as indicated by decreases
in the level of proteins, anthropometric indexes and
micronutrient status [4]. Due to the mechanisms
involved in disease transmission, people who are
closely related to TB patients are at increased risk of
infection; in addition, if the contact presents some type
of malnutrition, the risk of infection increases because
their immune system is weakened [1]. Household
contacts are defined as individuals who maintain
relations with a TB patient [S]. Some studies suggest
that TB is related to low levels of micro-nutrients, such
as zinc [6,7], vitamin A [1] and vitamin D [8]. Good

nutrition requires proper intake of macro and micro-
nutrients [4]; however, the nutritional status and,
therefore, the health of individuals could be influenced
by several factors, such as socio-economic status, urban
environment, eating habits, education and access to
health services. Considering that the early diagnosis of
inadequate nutritional status is necessary to prevent the
contagion of the population that is in contact with TB
patients [9,10], the objective of this research was to
evaluate and compare the nutritional status and the
macro and micronutrient intake of patients diagnosed
with pulmonary TB and their contacts.

Methodology
Study Population

A cross-sectional study was performed in TB
patients from Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) Clinics of Nuevo Leon, México and their
contacts. The research was conducted in 39 patients
diagnosed with TB and 62 contacts in the age range
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between 15 and 88 years. This study did not include
women who are pregnant or breast-feeding, as well as
anyone recovering from chronic illness or surgery. The
study protocol was approved by the Research Ethics
Committee of the Autonomous University of Nuevo
Leo6n, School of Public Health and Nutrition, México.
All subjects agreed to participate in the study, stating
their agreement by signing the informed consent.

Anthropometric evaluation

An  experienced nutritionist assessed  the
anthropometric data of participants in the study by
determining the weight, height, body mass index (BMI)
and waist-hip ratio (WHR). Subjects were weighed
without shoes and lightly clothed using a Tanita
electronic digital scales (Tanita Corporation of
America, Inc., USA), while height was recorded using
a conventional stadiometer (Seca 213, USA). Body
mass index (BMI) was calculated by dividing body
weight (expressed in kilograms) by the square of height
(in meters): kg/m2. Nutritional status was determined
based on BMI cut off points by the World Health
Organization (WHO): Global Database on Body Mass
Index (BMI). Available from:
http://www.who.int/nutrition/databases/bmi/en/ [11].
Waist and hip circumferences were measured according
to the WHO recommendations, using an insertion tape.
Waist circumference was measured at the midpoint
between the lower rib and the upper margin of the iliac
crest, and the hip circumference was denoted as the
widest circumference over the buttocks and below the
iliac crest. WHR (i.e. the waist circumference divided
by the hip circumference) was calculated with the
values corresponding to waist and hip measurements
[12].

Dietary assessment

Food intake was calculated applying a 24-hour
dietary recall to patients and contacts to estimate the
intake of energy, protein, carbohydrates, fiber, lipids,
cholesterol, fat (saturated, monounsaturated,
polyunsaturated), minerals as calcium, phosphorus,
iron, magnesium, sodium, potassium, zinc and vitamins
(retinol, ascorbic acid, thiamin, riboflavin, niacin,
pyridoxine, folic acid and cobalamin). The 24-hour diet
recall was carried out by a nutritionist on three different
occasions during home visits of participants. Each 24-
hour recall was conducted using a standardized
protocol, with a complete list of all food and beverages
consumed during the previous day and detailed
descriptions of all the food and beverages consumed,
including brand names and cooking methods.
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An estimate of the amount of all foods and
beverages consumed was recorded by household
measuring and serving utensils like spoons, plates or
cups. Food Processor Software® incorporating the
Mexican food composition tables was used to calculate
the nutrient intake from dietary recalls. For the
calculation of the nutrient adequacy ratio, the nutrient
recommendations for Mexican population [13] were
used, applying the formula: (Patient food intake x100)
/ Nutrient recommendations.

Other measures

In order to discover other factors that could
influence the health of TB patients and their contacts, a
structured  sociodemographic  questionnaire  was
included to obtain information regarding socio-
demographics and lifestyle risk factors such as gender,
age, kinship, perceived income, smoking, educational
level, public services and access to health services of
subjects.

Statistical analyses

Data analysis was performed using the statistical
software packages MS Excel (Microsoft Corp,
Redmond, WA, USA) or IBM SPSS Statistics Version
20.0. For the descriptive analysis of variables, means
and standard deviations were calculated. The normal
distribution of the quantitative variables was
determined using the Kolmogorov-Smirnov test; p
values > 0.05 were considered as variables with a
normal distribution. Student’s t-test or Wilcoxon’s test
was used to compare the macro and micronutrient
intake of TB patients and their household contacts.
Statistical significance was determined at p <0.05. Data
corresponding to each variable are expressed as the
means * standard deviation unless otherwise indicated.

Results

In the present study, there was a prevalence of
males (69.2%) in the TB patient group, while in the
contact group, females were prevalent (68%). In this
population, 74% of TB patients and 86% of the contacts
were 19 to 74 years old; 23% and 10% of TB patients
and contacts, respectively, were > 65 years old; and 3%
and 5% were < 18 years old. Regarding to
socioeconomic factors, 12% of the study population
survived with a salary less than or equal to the monthly
minimum wage, corresponding to 2650.80 pesos
(Mexican national currency), whereas 20.8% survived
with two minimum wages per month, 30.9% with three
minimum wages, 23.2% with 4 or more- minimal wages
per month and 12.4% of the participants did not disclose
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Table 1. Anthropometric assessment according to BMI in patients with tuberculosis and contacts.

TB patients (n=39)

Contacts (n=62) Both groups

Frequency % Frequency % Frequency %
Underweight 6 15.4 2 32 8 7.9
Normal 15 38.5 15 242 30 29.7
Overweight 13 333 24 38.7 37 36.3
Obesity 5 12.8 21 339 26 25.7
Total 39 100 62 100 101 100

BMI, Body Mass Index: weight (kg)/ height (m?): <18.5 = underweight, 18.5 — 24.9 = normal, >25 = overweight y >30 = obesity; World Health Organization;
*No significant differences were found between the characteristics of patients and contacts (p>0.05) for all comparisons using Student’s T test.

their income. These data indicate that a higher
percentage (62%) of TB patients and risk contacts live
on a minimal income. There were no notable
differences in the academic level of participants, with
the exception of the percentage of TB patients and
contacts that stated that they had not completed
elementary school (51.3% and 30.7%, respectively).
The rest of the participants stated different levels of
study: Elementary School (12.8% and 17.3% for TB
patients and contacts, respectively), Junior High School
(25.7% and 33.8%) and High School (10.2% and
12.9%). With respect to the marital status of the
participants, slight differences were observed. TB
patients reported a civil status corresponding to single
(25.6%) and married/free union (56.4%), while
household contacts reported 38.7% and 54.8% for
single or married/free union, respectively. A minor
percentage of TB patients (12.8%) and contacts (3.2%)
were divorced, and 5.1% and 3.2% of TB patients and
contacts, respectively, were widowed. The progression
of disease in patients was between 6 months and 2
years. Since diagnosis, TB patients have been in
medical management as established through social
security services.

Considering the recommendations made by WHO
[14] and Fair et al. [15], and because 90.3% of the
individuals considered as contacts in this study were

mostly relatives: 37% children, 12.9% brothers/sisters,
25.8% spouses, 14.5% father/mother, (the rest of the
contacts (10%) were relatives: uncles or grandchildren),
the contact group corresponds truly to "Household
contact": a person who shared the same enclosed living
space for one or more nights or for frequent or extended
periods during the day with the index case during the 3
months before commencement of the current treatment
episode [14].

According to anthropometric assessment, most of
the study population showed poor nutrition, and only
approximately 30% of TB patients and contacts showed
a normal BMI. The study population showed a greater
trend towards overweight and obesity; while only 8%
of individuals were undernourished. Anthropometric
assessment of TB patients showed a greater tendency
towards malnutrition than contacts (Table 1). Patients
and contacts showed a predominately normal WHR
(51%); however, 43% of the study population presented
android-type obesity (WHR above 0.85 for females and
above 0.90 for males).

TB patients and household contacts showed a
deficiency in energy consumption by approximately
19% and 15% nutrient intake, respectively. Both groups
showed a greater consumption of proteins and lipids
than carbohydrates. It is very interesting to note the gap
in the consumption of these elements and total fibre

Table 2. Total daily intake of energy and macronutrients in TB patients and contacts.

TB patients (n=39)

Contacts (n=62)

Adequacy

Adequacy

Nutrients Mean SD ratio (%) Mean SD ratio (%) P value*
Energy! 1862 537 81 1861 519 85 0.992?
Proteins? 69 22 122 69 22 136 0.9942
Carbohydrates? 230 63 66 228 63 70 0.882¢
Fibre? 13 4 36 11 4 32 0.0722
Lipids® 75 30 97 76 31 103 0.972?
Cholesterol® 379 216 155 374 216 151 0.897*
Fat

Saturated? 23 10 88 23 11 95 0.786%
Monounsaturated? 32 16 123 31 15 124 0.726%
Polyunsaturated? 8 4 31 9 5 36 0.860°

SD, Standard Deviation; Adequacy ratio: < 89.99% deficiency, 90-110% normal and > 110.1% excess; Units expressed in kilocalories', grams? or milligrams?;

*Student’s T-test* or Wilcoxon test® were used.
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intake, for which the adequacy percentage was 36% and
32% for patients and contacts, indicating a greater
deficiency. In the fat consumption analysis, it was
observed that lipid intake was very close to the
percentage of adequacy (97% and 103%) in TB patients
and contacts groups, respectively, whereas the intake of
cholesterol, monounsaturated and polyunsaturated fats
was similar in both groups. Full macronutrients intakes
are presented in Table 2.

Table 3 shows the total daily intake of
micronutrients in TB patients and contacts. Data
indicate that patients with pulmonary TB had
deficiencies in the consumption of some minerals, such
as calcium, magnesium and zinc, according to the
percentage of adequacy. The same trend was observed
in the contact group. In the rest of the minerals analysed
(phosphorus, iron, sodium and potassium), there were
no differences between the values determined for both
groups; of them, only potassium presented values below
the daily requirement.

Both patients and contacts had low intake levels of
retinol, ascorbic acid, niacin, pyridoxine and folic acid;
however, there was an excess in the consumption of
thiamine, riboflavin and cobalamin in both groups
(Table 3). Intake levels of vitamin A (retinol) were
deficient in TB patients and contacts with values of 86%
adequacy in both groups. Similarly, levels of ascorbic
acid in TB patients and contacts were low; even though
the statistical analysis indicated that there were no
differences in the intake values between both groups,
their adequacy percentage was 78% and 60% for

J Infect Dev Ctries 2019; 13(4):303-310.

patients and contacts, respectively. Likewise,
pyridoxine (vitamin B6) levels were below the
nutritional recommendations, reaching values of 31%
and 34%, for patients and contacts groups. With respect
to folic acid intake, both TB patients and contacts
showed a lack of intake; their percentage of adequacy
reached values of 57% and 52%, respectively.

Discussion

Frequently, TB disease is associated with factors
such as gender, age, education, disposable income, civil
status, public services and access to health services. In
our study population there were no differences in such
factors, when the population was separated in TB
patients group and contacts group. It has been suggested
that there is an association between TB and low income
[16] due to the costs of treatment. A common
characteristic is that people living in rural areas have
low income with respect to those who live in urban
areas. Moreover, it has been reported that in the states
and economical regions of Mexico with lower income,
the number of registered TB cases is greater for men
than for women, indicating that such differences
correspond not only to biological or epidemiological
characteristics but also to socioeconomic and cultural
aspects and access to health systems [17]. However, it
has been observed that people with little or no formal
education are socially, geographically and/or
economically marginalized and present with a
compromised health status associated with TB
morbidity and mortality [17]. In the present study, only

Table 3. Total daily intake of micronutrients studied in TB patients and contacts.

TB patients (n=39)

Contacts (n=62)

Adequacy

Adequacy

Mean SD ratio (%) Mean SD ratio (%) P value*

Minerals'

Calcium 837 341 77 831 370 79 0.944~
Phosphorus 865 314 125 844 293 121 0.762*
Iron 17.6 8.9 187 15.7 5.0 142 0.681°
Magnesium 159 56 42 149 49.3 45 0.392°
Sodium 892 624 179 868 545 175 0.920°
Potassium 1765 686 89 1650 561 83 0.677°
Zinc 6.37 34 66 6.07 2.9 72 0.662*
Vitamins?

Retinol 696.4 853 86 631 926 86 0.550°
Ascorbic acid 64.96 63 78 46.33 32 60 0.563°
Thiamine 1.28 0.55 112 1.23 0.39 110 0.878"
Riboflavin 1.35 0.45 112 1.28 0.48 113 0.273>
Niacin 13.1 6.13 87 12.2 4.92 85 0.519°
Pyridoxine 1.01 0.48 69 0.90 0.39 66 0.267*
Folic acid 226 93.62 57 207 125.6 52 0.127°
Cobalamin 6.68 9.43 280 5.82 9.26 243 0.609°

SD, Standard Deviation; Adequacy ratio: < 89.99% deficiency, 90-110% normal and > 110.1% excess; Units expressed in milligrams' or micrograms?;

*Student’s T-test® or Wilcoxon test® were used.
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subjects living in the Monterrey City Metropolitan area
were included. In general, the economic income
average of the population living in this area is not below
the minimum wage, in agreement with what was
declared by the participants. Because monetary income
is associated with the education level of the people, it is
possible that this effect could explain why almost half
of TB patients (51.3%) reported that they had not
completed elementary school.

The determination of nutritional status in exposed
populations is considered as very important in the
strategy to prevent TB infection [9]. In our study, both
the prevalence of overweight and obesity was higher in
contacts than in TB patients. Altogether, the prevalence
of overweight-obesity in both groups reached values of
72.6% (contact group) and 46.1% (patient group).
Important studies estimated that in the Mexican
population, the prevalence of overweight-obesity
ranges from 68% to 80% in the male and female
populations, respectively [18-20]; in agreement, the
values observed in the group of contacts were in this
range, whilst in the group of patients, the percentage
value found was almost half of that estimated for the
general population. The results found in this study are
consistent with other studies reporting that patients with
active TB have a lower body mass index (BMI) than
healthy controls. It is difficult to determine whether the
presence of TB is due to poor nutritional status and,
therefore, impaired immune status or, if this condition
is the result of disease. A significant loss of body weight
in TB patients has been described in the process of
disease progression and treatment and, as a
consequence, patients have a lower BMI [21-23].
Malnutrition in patients with TB may be caused by
anorexia nervosa and/or hyporexia, because these
disorders are characterized by the restriction of food
intake resulting in the loss of body weight [24]. The
waist circumference and WHR are considered as
important parameters for a better anthropometric
assessment [12,25]. Patients and contacts showed a
predominately normal WHR; however, it is interesting
to note that 43% of the study population presented an
android-type obesity (abdominal obesity). This type of
obesity is associated with factors that contribute to a
greater risk of developing chronic diseases, such as
cardiovascular complications, insulin resistance, type 2
diabetes, cancer and metabolic syndrome [20,25].

Previous reports show that deficiency of single or
multiple nutrients can reduce an individual’s resistance
to infections [26]. On the other hand, malnutrition and
tuberculosis are both problems mostly in developing
countries; poor nutrition leads to protein/energy
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malnutrition and micronutrient deficiencies that lead to
immunodeficiency, increasing the risk for developing
TB [27]. In our study, both TB patients and household
contacts showed a deficiency in the consumption of
energy, carbohydrates and fiber, and a greater
consumption of proteins and lipids. Likewise,
deficiencies in the consumption of micronutrients
(minerals and vitamins) were present in both groups.
We observed that in general, our population showed
deficiencies in the intake of some minerals as calcium,
magnesium and zinc. The importance of the uptake of
minerals to protect from TB infection is well
documented. Calcium plays an important role in the
control of TB infection; several studies indicated that
macrophages and monocytes have diminished ability to
kill TB bacteria when levels of intra and extracellular
calcium are reduced [28,29]. In addition, it has been
shown that hypocalcaemia is very common in patients
with TB [30]. Magnesium is a cofactor of many
enzymes involved in biological processes and plays an
important role in the immune response. Because it is a
cofactor in the synthesis of immunoglobulins, it is
involved in the adherence of immune cells, such as
antibody-dependent cytolysis, and it participates in the
IgM response and binding lymphocytes, such as T
helper-B cell adhesion [31]. In our study, both patients
and contacts had poor magnesium intake with their
adequacy percentage less than 50%, making it
necessary to increase their intake of foods rich in
magnesium. On the other hand, zinc is associated with
weight loss and recurrent infections due to dysfunction
of the immune system affecting the growth and function
of T and B cells, involved in the regulation of genes of
lymphocytes, as well as in the development and normal
function of neutrophils [32]. Therefore, this mineral is
considered to play a fundamental role in the control and
prevention of several infections, plus an essential role
in vitamin A metabolism [33]. Ghulam et al. [6]
reported that serum zinc levels are diminished in
patients with pulmonary TB. This situation is similar to
TB patients in this research, however, it is noteworthy
that in our study, mineral intake was calculated using
24-hours reminder questionnaires; there was no
measurement of serum levels, which would be
important for future research.

Vitamin deficiencies are common in patients with
tuberculosis [34,35]. In our study, the population
corresponding to both groups, TB patients and contacts,
presents deficiencies in vitamin A, ascorbic acid,
niacin, folic acid, and pyridoxine intake. Regarding to
vitamin A, some authors have found that severe TB was
associated with vitamin A deficiency [36]. Such

307



Campos-Gongora et al. — Nutritional status of TB-patients and contacts

deficiency is associated with poor nutrition, possibly as
result of loss of appetite, intestinal malabsorption
and/or urinary loss of vitamin A in TB patients.
Although these factors could be responsible for the low
intake of retinol in our population, we must consider
that in the group of contacts (not TB patients), intake
values were similar, which suggests that this could be
attributed to poor eating habits of the population in this
region. It is very important to note that scientific
evidence shows that zinc deficiency is related to
vitamin A deficiency [37], which can be explained by
two mechanisms: the first is the oxidative conversion of
retinol to retinal because this step requires the action of
the zinc-dependent retinol dehydrogenase enzyme, and
the second is the hepatic synthesis of the retinol binding
protein because the mobilization of retinol in the liver
requires a suitable concentration of zinc [38].
Considering prior research, it is possible that in addition
to the results of inadequate intake of vitamin A
observed in our population, there was a greater decrease
in the levels of vitamin A in the study population due to
the zinc intake in both study groups being below the
daily recommendation. Vitamin C acts as a
physiological antioxidant, protecting host cells against
oxidative stress caused by infections and increasing the
immune response against diverse viral and bacterial
infections, including pneumonia and the common cold
[39,40]. Additionally, it is reported that vitamin C
supplementation is necessary to improve the health of
TB patients and to prevent oxidative damage, including
the toxic effects of anti-tuberculosis drugs [41,42]. Due
to the role of this vitamin, it is extremely important that
both TB patients and contacts with poor intake (as a
preventive action) increase their consumption of foods
rich in vitamin C to strengthen their immune system.
For the TB treatment, generally isoniazid is
included in the first-line anti-tuberculosis medication (it
has been used for more than 50 years). This drug is
associated with hepatotoxicity risk and diseases such as
hepatitis and  peripheral neuropathy [43,44].
Additionally, it has been demonstrated that if isoniazid
is given alone it will rapidly lead to drug resistance.
This involves mechanisms such as increased activity of
efflux pumps and/or the generation of spontanecous
mutations in the KatG gene (that encoded the catalase-
peroxidase enzyme, which acts as an isoniazid
activator) [45]. Isoniazid has a competitive inhibition
mechanism to pyridoxine, whose function is to serve as
a precursor of pyridoxal phosphate and pyridoxamine
phosphate, coenzymes that play an essential role in
protein metabolism, synthesis of lipids and coenzyme
A, and biosynthesis of synaptic transmitters [46]. There
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is scientific evidence that the side effects of isoniazid
can be prevented by the administration of pyridoxine
[46,47], and simultaneous oral administration of
pyridoxine with isoniazid in TB patients, or in children
who have a poor nutritional history and pyridoxine
deficit, prior to therapy with isoniazid, are
recommended [48,49]. It is highly important to consider
that 29% of TB patients in this study were using
isoniazid as anti-TB treatment, and both TB patients
and contacts showed a low vitamin B6 intake.
Therefore, it is recommended that both groups increase
their intake of vitamin B6, especially those in the TB
patient group, in order to prevent possible side-effects
of isoniazid treatment. Regarding folic acid intake, the
adequacy ratio was ca. 50% in both study groups,
although the different groups showed no significant
differences in their consumption. It is important that
both TB patients and contacts increase their intake of
folic acid, because it has demonstrated that folic acid
deficiency affects immune capacity through a
mechanism that involves the reduction of circulating T
lymphocytes, and thus, lowering resistance to infections
(reviewed in Maggini et al.) [50].

In the current study, we observed that most
participants presented a condition of overweight and
obesity; however, this is inconsistent with their low
energy and carbohydrate intake. Such inconsistency
could be explained because our results were based on
the last 24 hours of dietary nutrient recall. Therefore,
for future research, biomarkers such as serum micro-
nutrients or lipid blood profiles should be accurately
measured so that the nutritional status of the
participants can be acuratelly determined. Despite the
limitations, the present study revealed that macro and
micronutrient intake (specifically, vitamins and
minerals) was deficient both in TB patients and in
household contacts, and the results agree with data
found in the literature. Considering the importance of
nutrition on preventing the development of active TB,
we recommend more investigations on human TB: with
greater populations, studying long-term effects, and on
different life stages and different types of populations.
In addition, we suggest the establishment of strategies
aimed at promoting a balanced diet among household
contacts: people who have close contact with patients
with infectious TB.

Conclusion

Based on the findings of this study, we concluded
that both TB patients and household contacts present
problems of poor nutrition. Most participants presented
with a condition of overweight and obesity, similar to
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that found in a large part of the Mexican population. In
the same way, the present study revealed that macro and
micronutrient intake (specifically vitamins and
minerals) was deficient both in TB patients and in
household contacts, placing this population at a great
risk to TB infection.
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