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RESUMEN

Introduccioén: Las enfermedades neurodegerativas en los Ultimos afios elevd su
prevalencia, afectando en su mayoria a los adultos mayores, siendo una de las causas
el estrés oxidativo. Objetivo: Evaluar el efecto de la suspension de semilla de
Helianthus annuus L. frente a neurotoxicidad inducida por etanol en ratones. Materiales
y métodos: Se utilizé la suspensiéon de semilla de girasol (SSG) y 35 ratones macho.
Se formaron cinco grupos los cuales recibieron los siguientes tratamientos por 15 dias,
via peroral: grupos I-Il (agua 10mL/kg), grupo lll (vitamina E 20Ul/kg), grupo IV (SSG
200mg/kg) y grupo V (SSG 600mg/kg). Treinta minutos después del tratamiento se
administro etanol al 40% (1,8g/kg) via intraperitoneal, excepto al grupo |. Posteriormente
se retird el cerebro y cerebelo para efectuar los analisis bioquimicos e histoldgicos.
Resultados: Respecto al grupo V se aprecié menores valores de lipoperoxidacion,
mayores valores de GSH, relacion GSH/GSSG y grupos sulfhihidrilos proteicos, a nivel
del tejido cerebral, siendo significativo, frente al grupo Il. A nivel histologico los grupos
tratados con SSG mostraron proteccién del tejido cerebral y cerebeloso. Conclusion:
La ingesta de suspension de semilla de Helianthus annuus L. (girasol) presenta efecto
neuroprotector frente a la toxicidad inducida por etanol en ratones.

Palabras claves: Helianthus annuus L., antioxidante, etanol, neuroproteccion.
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ABSTRACT

Introduction: Neurodegenerative diseases in recent years have increased their
prevalence, affecting mostly older adults, one of the causes being oxidative stress.
Objective: To evaluate the effect of Helianthus annuus L. seed suspension against
ethanol-induced neurotoxicity in mice. Materials and methods: Sunflower seed
suspension (SSG) and 35 male mice were used. Five groups were formed which
received the following treatments for 15 days, perorally: groups I-Il (water 10mL/kg),
group Il (vitamin E 201U/kg), group IV (SSG 200mg/kg) and group V (SSG 600mg/kg).
Thirty minutes after treatment, 40% ethanol (1.8g/kg) was administered intraperitoneally,
except for group |. Subsequently, the brain and cerebellum were removed for
biochemical and histological analysis. Results: Regarding group V, a lower level of lipid
peroxidation, higher levels of GSH, GSH/GSSG ratio and protein sulfhydryl groups were
observed, at the level of brain tissue, being significant, compared to group Il. At the
histological level, the administration of SSG showed protection of the brain and
cerebellar tissue. Conclusion: Ingestion of Helianthus annuus L. (sunflower) seed
suspension has a neuroprotective effect against ethanol-induced toxicity in mice.

Keywords: Helianthus annuus L., antioxidant, ethanol, neuroprotection.
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INTRODUCCION

I.1. Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas a nivel mundial son una de las causas
mas comunes y crecientes de morbilidad y mortalidad, afectando
particularmente a los adultos mayores.! Asi mismo se menciona que las
enfermedades neurodegenerativas tales como el Alzheimer y el Parkinson,
tienen una conexion significativa con el estrés oxidativo causado por un

excesivo aumento en las especies reactivas de oxigeno.2

Un estudio realizado por Davila en el 2015 reportd, los efectos neuroprotectores
de la semilla de almendra mediante parametros bioquimicos e histolégicos,
asignando esta propiedad a ciertos componentes que posee la semilla como la

vitamina E, flavonoides y acidos fendlicos.®

En nuestro estudio se observdé que los grupos tratados con semilla de
Helianthus annuus L. (girasol) presentaron mayores niveles en el perfil de
glutation y grupos sulfhihidrilos, y menores niveles de lipoperoxidacion e
indices de cerebro y cerebelo. A nivel histoldgico en tejido cerebral se observo
una menor presencia de linfocitos, edemas y vasos congestivos; a nivel del
cerebelo se observo la presencia de edema en algunas células de Purkinje y
algunas células presentaron retracciones citoplasmaticas en la capa molecular,

todo ello en comparacién con el grupo control.

Los resultados antes mencionados pueden estar relacionados con ciertos
componentes que posee la semilla de Helianthus annuus (girasol) como la
vitamina E, selenio, flavonoides y acidos grasos poliinsaturados.* Asi mismo se
menciona que estos compuestos cumplen funcién antioxidante a nivel del tejido

cerebral, reduciendo el dafio causado por estrés oxidativo.>®

Pinto Gonza John Henry
1
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I.2. Planteamiento del problema

1.2.1. Determinacioén del problema

En la actualidad las enfermedades neurodegenerativas, tal sea el caso del
Alzheimer o Parkinson, son considerados un problema de salud a nivel
mundial,” evidenciandose que el grupo etario mas afectado por este tipo

de enfermedades son los adultos mayores.®

En el Peru la situacion actual segun el informe técnico presentado por el
Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI) en el 2021, se
presenta un aumento del porcentaje de la poblaciéon adulta mayor de 5,7%
en el afo 1950 a 13% en el 2021.° El adulto mayor pasa por un proceso
universal e irreversible denominado envejecimiento el cual se caracteriza
por cambios biolégicos que conducen al deterioro morfolégico-funcional
del organismo, evidenciandose senescencia y muerte celular, lo que
expone a esta poblacion a contraer las enfermedades
neurodegenerativas.'’® Evidencia del dafo producido en la etapa del
envejecimiento esta relacionado al estrés oxidativo a causa de las especies
reactivas de oxigeno las cuales producen modificaciones a nivel celular

viéndose asi alterada su estructura y funcion.

Algunos factores como la ingesta de alcohol, baja ingesta de antioxidantes
(vegetales o frutas), asimismo un bajo nivel de actividad fisica, se
encuentran relacionados al estrés oxidativo, el cual se debe a un exceso
de radicales libres o una deficiencia de los sistemas antioxidantes.'? Existe
evidencia de que el aumento en la produccién de los radicales libres esta
asociado a dano en las membranas lipidicas de las estructuras cerebrales

ocasionandose asi las enfermedades neurodegenerativas.'

En el Perd no se han realizado muchos estudios in-vivo sobre las
propiedades que presenta la semilla de girasol en su estado natural,
algunos estudios reportan efectos beneficiosos frente a infarto de
miocardio en el cual se trabaj6 con el aceite de la semilla de girasol
brindando esta propiedad a sus componentes fitoquimicos (flavonoides y

taninos).'

Pinto Gonza John Henry
2
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1.2.2. Formulacion del problema

¢,Cual es el efecto de la suspension de semilla Helianthus annuus L.

(girasol) frente a neurotoxicidad inducida por etanol en ratones?

1.3. Objetivos

1.3.1 Objetivo General

e Evaluar el efecto de la suspension de semilla de Helianthus annuus L.

(girasol) frente a neurotoxicidad inducida por etanol en ratones.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Determinar el efecto de la suspension de semilla Helianthus annuus L.
(girasol) sobre los indicadores bioquimicos del estrés oxidativo del dafio
inducido por etanol en ratones.

e Determinar el efecto de la suspension de semilla Helianthus annuus L.

(girasol) sobre la morfologia del cerebro y cerebelo frente a la toxicidad
inducida por etanol en ratones.

Pinto Gonza John Henry
3
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l.4. Importancia y alcance de la investigacion

Tomando en consideracion las evidencias e incidencias de enfermedades
neurodegenerativas, encontradas en la poblacion adulta, entre ellas el
Alzheimery Parkinson, los cuales presentan como un factor de causa al estrés
oxidativo producido por el exceso de especies reactivas de oxigeno, el cual
esta asociado con un estilo de vida poco saludable (bajo nivel de actividad

fisica y/o mala alimentacion).

Los resultados de este estudio permitiran conocer los beneficios atribuidos a
la semilla Helianthus annus L. (girasol), sobre su efecto a nivel de tejido
cerebral, brindando de esta manera bases cientificas para futuras
investigaciones respecto a una propiedad funcional y de esta manera ofrecer
y promocionar una alternativa de bajo costo, accesible y seguro para la
prevenir el riesgo de padecer enfermedades neurodegenerativas en la
poblacion.

Teniendo en cuenta que han sido pocos los estudios realizados sobre los
efectos benéficos de la semilla de girasol, sin embargo, ésta es consumida
por la poblacion en diversas preparaciones de la gastronomia peruana como
acompanantes de ensaladas o preparaciones mas elaboradas, por lo tanto,
los resultados de nuestro estudio sobre la semilla permitiran reducir el vacio

de conocimientos sobre los beneficios en el tejido nervioso.

I.5. Limitacidn de la investigacion
Muerte imprevista del recurso bioldgico (ratones).

Pinto Gonza John Henry
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REVISION DE LITERATURA

Il.1. Antecedentes del estudio

En el 2005 Kuskosky y colaboradores realizaron un estudio en Brasil, en el
cual correlacionan diversos compuestos bioactivos, entre los que destacan
los antioxidantes como la vitamina E, polifenoles, carotenoides y terpenoides,
mencionando que el hecho de poseer estos antioxidantes esta directamente
relacionado con llevar una mayor capacidad antioxidante, el cual se puede

ver afectado por factores fisioldgicos de estrés.®

Estudios realizados en semilla de girasol demostraron que posee alfa-
tocoferol en mas de un 90% del contenido de tocoferoles totales, al cual se le
infiri6 un efecto antioxidante significativo ante la accion de los radicales
libres.'® Por otro lado, otra investigacion realizada en Per( por Davila Cordova
(2015), en tejido cerebral de ratones, explica cobmo se reduce los niveles de
lipoperoxidacion, ademas de encontrar a su vez una menor lesion en los
parametros histologicos, atribuyendo esta accion al alfa-tocoferol y
compuestos fendlicos entre ellos flavonoides, flavonas, antocianinas y acidos

fendlicos componentes que poseen capacidad antioxidante.®

En otro estudio realizado en Pert en el 2019 por Palomino respecto al efecto
neuroprotector de la hojuela de quinua, ha reportado que un bajo nivel de
lipoperoxidacion y la presencia leve de edemas en el tejido cerebral, esta
asociado a ciertos compuestos fitoquimicos que contiene la quinua, entre los
cuales menciona a los flavonoides (Kaempferol y Quercetina), acidos
fendlicos, fitoesteroles, carotenoides, antocianinas y la Vit ¢, atribuyéndoles
la propiedad de antioxidantes por consiguiente una actividad

neuroprotectora.'’
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1.2. Bases teoricas

La demencia es una enfermedad que lleva como consecuencia la perdida de la
memoria, deterioro del intelecto y la capacidad de realizar las diversas labores
diarias. Se calcula que entre un 5% y 8% de la poblacion general de adultos
mayores de 60 anos, en algun determinado momento llega a sufrir demencia.
La enfermedad del Alzheimer es la forma mas comin en que se presenta la
demencia, la cual acapara un 60% a 70% de los casos. Siendo esta
enfermedad una de las causas primordiales de discapacidad y dependencia de

los adultos mayores en todo el mundo.'®

En la poblacion de América Latina la demencia presenta una prevalencia de
8,5% en adultos mayores de 60 anos, sin presentarse valores significativos en

la diferenciacién entre varones y mujeres.'®

El Peru reporto en el 2017, 3,665 personas que fueron diagnosticadas de
Alzheimer y otras demencias, del cual 3,490 fueron adultos mayores (>60
afnos), ello evidenciado en el “Registro de atenciones realizadas a nivel

nacional”.?0

El sistema nervioso se encuentra dividido en dos; Sistema nervioso Central
(SNC) y sistema nervioso periférico (SNP). El sistema nervioso central esté
constituido por el encéfalo y la médula espinal, mientras que el sistema
nervioso periférico se conforma de nervios craneales y raquideos los cuales
permiten la comunicacion entre el SNC y las diferentes regiones del

organismo.?!

La unidad funcional del sistema nervioso es la neurona, la cual cumple la
funcion de recepcion y transmision del impulso nervioso, mientras que los
astrocitos son células que brindan a las neuronas el apoyo estructural y
metabolico necesario.?? Por otro lado, la microglia cumple un papel importante
de respuesta inmunolégica ante posibles agentes dafinos para las neuronas,
esta una vez activada produce una serie de compuestos citotoxicos entre ellos:
las especies reactivas de oxigeno (EROs), peréxido de hidrégeno (H202) y

6xido nitrico (NO), generando lesion y apoptosis celular.?®

La corteza cerebral es la capa mas externa del encéfalo, el cual contiene

sustancia gris que esta conformado por somas neuronales, axones, dendritas
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y células gliales siendo la corteza cerebral el lugar principal de la sinapsis.??
Por otro lado, la corteza cerebelosa esta constituido de tres capas las cuales
son: la capa molecular, la capa de células de Purkinje y laca celular granular.

El estrés oxidativo es definido como la exposicion que presenta la materia viva
a diversos factores que producen un desequilibrio entre los mecanismos
antioxidantes y las sustancias prooxidantes, ya se deba este por un déficit en
los mecanismos antioxidantes o por un exagerado incremento de las especies
reactivas de oxigeno.?® Siendo el radical libre una especie quimica, la cual
posee uno 0 mas electrones no apareados en su estructura, altamente muy

reactiva y clave en una formacién en cadena de otros radicales libres.

El SNC esta constituido en su mayor parte por acidos grasos poliinsaturados y
hierro (Fe*3), de los cuales este ultimo sumado al elevado metabolismo propio
del SNC y a la reducida capacidad antioxidante, conduce a un estado de estrés
oxidativo y posteriormente lleva a la formacion de especies reactivas de
oxigeno (EROs)."®?” Los cuales cumplen un papel muy importante en la
fisiopatologia ya que una acumulacién de estas produce la degeneracion
estructural y deterioro funcional de las células neuronales, generando asi dafno

al tejido cerebral.®

El proceso total por el cual las EROs causan dano hacia tejido cerebral es
incierto, pero reportan que las EROs desencadenan cascadas moleculares que
aumentan la permeabilidad de la barrera hematoencefalica viéndose alterada
la morfologia del tejido cerebral, ocasionandose asi una neuroinflamacién y

posteriormente la muerte celular.2®

Otro proceso por el cual se estima la accion de las EROs, es que al haber un
aumento de estos, la neuronas presinapticas secretan glutamato el cual es un
neurotransmisor excitatorio, que es captado por los receptores NMDA (&cido
N-metil-D-aspartico) de las neuronas posinapticas, este ingreso de glutamato
sumado a la elevada concentracién de EROs, llevan a un incremento en los
niveles de calcio intracelular (Ca*?) lo que produce la activacion de proteasas,
fosfolipasas, endonucleasas y la éxido nitrico sintasa, los cuales son los

detonantes para el dafo y la muerte celular.293°

El etanol es considerado por su consumo excesivo o crdnico una sustancia

psicoactiva, la cual puede atravesar la barrera hematoencefalica en un 90%,
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ocasionando numerosas enfermedades inflamatorias y degenerativas,
afectando principalmente al sistema nervioso central causando una atrofia en

la corteza cerebral y cambios en la conducta.®'-2

El etanol en el organismo llega a ser metabolizado a acetaldehido produciendo
intoxicacién y con ello una serie de cambios en el organismo, mencionando asi
que la produccion de acetaldehidos actia a nivel de neurotransmisores para
producir tetraquinolinas interfiriendo en el funcionamiento neuronal, por otra
parte, el consumo el alcohol actda inhibiendo la liberacién de oxitocina y

vasopresina alterando el comportamiento en animales o humanos.®?

Para contrarrestar el efecto dafino de las de las EROs, el organismo presenta
defensas antioxidantes, los que incluyen a enzimas y moléculas no
enzimaticas. Siendo las enzimas la primera linea de defensa ante los radicales
libres, seguido de las moléculas antioxidantes no enzimaticas.>* Los
antioxidantes también se pueden clasificar en: endégenos que son sintetizados

en el organismo y exdgenos aquellos que se obtienen por la alimentacion.3*

Se considera que un mayor aporte de antioxidantes se logra mediante el
consumo de frutas y verduras, ya que estas previenen los efectos adversos que
pueden llegar a presentar las EROs en el organismo.?® Algunas moléculas no
enzimaticas encontrados en las frutas y verduras son: vitamina E, vitamina C,
polifenoles, betacaroteno entre otros, los cuales presentan una gran capacidad

antioxidante, previniendo enfermedades de tipo crénico degenerativas.3®

La vitamina E (tocoferol) presenta una estructura quimica compuesta por un
anillo de cromanol unido a un fitilo saturado denominado tocoferol, este varia
en cuanto al nimero de grupos metilo presenten en el anillo cromanol;
presentandose las variaciones en alfa, beta y delta tocoferoles, siendo el alfa-

tocoferol el mas distribuido y activo en el organismo.3®

Esta vitamina liposoluble se caracteriza por presentar un potente efecto
antioxidante en el plasma de los humanos,® la cual actia aumentando la
resistencia de las lipoproteinas LDL ante la oxidacién, evitando asi el efecto
aterogénico que podrian presentar,*® de esa manera queda comprobada el
potencial antioxidante que presenta la vitamina E, frente a los procesos de
oxidacion de lipidos en sistemas biologicos.®

Pinto Gonza John Henry
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El selenio es un elemento esencial para el organismo el cual es producido de
manera endogena, fluctuando sus niveles séricos en diversas poblaciones,
pero puede también adquirirse de manera exdgena, por medio del consumo de
vegetales y semillas,®® estas son metabolizadas en el organismo para después
cumplir labores biol6gicas, teniendo como principal funcion la de regular la
sintesis de selenoproteinas, entre ellas glutation peroxidasa, yodotironina
desiodinasas, y la tiorredoxina reductasa, las cuales cumplen a nivel
intracelular la funcion de antioxidantes evitando lesiones oxidativas.*
Evidencias demuestran que el selenio cumple un papel muy importante dentro
de la fisiologia del cerebro, ya que se encontré deficiencia de este, en pacientes

con trastornos cognitivos o con funciones cognitivas deterioradas.*!

El girasol (Helianthus annuus L.), nombre que proviene del griego Helios (sol)
y anthos (flor). Linneo la denominé “annuus” que signica anual, debido a que
en esas épocas solo se sabia de una especie anual de Helianthus.*?
Clasificacién taxonémica de la Helianthus annuus L. (girasol)

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Sub clase: Mangoliidae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Helianthus

Especie: Helianthus annuus L.

El girasol es una planta cultivada de manera ornamental la cual es muy
llamativa por su florescencia, presentando una semilla caracteristica, la cual
presenta acidos grasos polinsaturados, vitamina E, selenio, tiamina y niacina.*®
En la actualidad las semillas de girasol son aprovechadas por su caracteristica
oleaginosa en la elaboracién de aceites, pero también son consumidas de

manera directa.*

Las semillas poseen diversos compuestos bioactivos entre los que destacan
los antioxidantes, como la vitamina E, los polifenoles, carotenoides vy
terpenoides. El hecho de poseer antioxidantes esta relacionado a su capacidad
antioxidante, el cual se puede ver afectado por factores fisiolégicos.*

Pinto Gonza John Henry
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Las semillas de girasol en su forma natural poseen alfa-tocoferol en mas de un
90%, del contenido de tocoferoles totales, al cual se le infiere un efecto
antioxidante significativo ante la accién de los radicales libres.®

1.3 Definicion de términos

Lipoperoxidacion: Es un proceso ocasionado por la gran afinidad que
presentan los acidos grasos poliinsaturados hacia los radicales libres (radical
hidroxilo), donde estos ultimos quitan un atomo de hidrogeno del grupo metilo
de los acidos grasos, generandose asi el radical lipidico.*®

Glutation: Es un tripéptido constituido por: glicina, cisteina y acido glutamico,
este se encuentra en tejidos corporales cumpliendo un papel muy importante

en la reduccién del estrés oxidativo y asi mantener el equilibrio redox.*’

Radicales libres: Son una especie quimica que posee uno o mas electrones

no apareados (se encuentra solo en su orbital).*?

Antioxidantes: Sustancia que previene o retrasa la oxidacién de sustratos

oxidables a pesar de estar en concentraciones menores a las del sustrato.*
Malondialdehido: Producto secundario de la peroxidacion de lipidos.5°
Edema citotéxico: “Acumulacion de agua en células intactas”.®!

Estrés oxidativo: Es un desequilibrio entre antioxidantes y oxidantes, siendo
favorable hacia los oxidantes, conduciendo a una interrupcion sobre la

sefalizacion y control redox y/o dafio celular.5?

Enfermedades neurodegenerativas: Son trastornos, caracterizados por
perdida gradual de la estructura y funcion neuronal, que eventualmente

pueden conducir a la muerte.®

Microglia: Es una célula fagocitaria, perteneciente al sistema inmunitario

innato del sistema nervioso central.>*
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L. HIPOTESIS Y VARIABLES

lll.1. Hipétesis
La administracién de la suspension de semilla de Helianthus annuus L.
(girasol) presenta efecto neuroprotector frente a toxicidad inducida por
etanol en ratones.

I1l.2. Variables

Variable independiente: Suspension de semilla Helianthus annus L.
(girasol); es un sistema de heterogéneo,* el cual se obtiene de la trituracion

de semilla Helianthus annus L. (girasol) con la ayuda de un mortero.

Variable dependiente: Neuroproteccion: Es la consecuencia de una
intervencién, que previene o retrasa la neurodegeneracion, evitando la
muerte neuronal e interfiriendo en diversos eventos como son el aumento
de estrés oxidativo y la produccién de productos téxicos que producen
muerte celular.%64!
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lll.3. Operacionalizacién de las variables

C Tipo
Variables oDZfrI:cI:(i:é%r;l Dimension Indicadores Pu(r;ct)?tse de Escala de
P medicidn
Variable Es la administracién
independiente: del sistema de Administracion de la | Dosis: 200
Suspension de | suspension de la suspension de | mg/kg.
semilla  Helianthus | semilla, que se ) semilla  Helianthus | Dosis: 600
annuus L. (girasol) obtuvo por medio de annus L. (girasol). mg/kg.
Es un sistema de | latrituracién. Cualitativa/
heterogéneo,® el cual inal
se obtiene de la ordina
trituracion de semilla
Helianthus annus L.
(girasol) con la ayuda
de un mortero.
Variable Es el efecto Nivel de
dependiente: beneficioso de la lipoperoxidacion
Efecto sobre tejido | administracion de la | Bioquimico | Nivel de GSH c -
. - — uantitativa
cerebral suspensioén de del .. | Nivel de la relacién inua/
(Neuroproteccion). semilla  Helianthus | %€ estres GSH/GSSG - %ontl,nua
Es la consecuenciade | annus L. (girasol), | oxidativo Nivel de grupo azon
una intervencién, que | sobre los sulfhidrilos proteico.
previene o retrasa la | marcadores Nivel de indice de
neurodegeneracion, biogquimicos del - L
evitando la muerte | estrés oxidativo y tejido cerebral - Cuantitativa
neuronal e | morfol6gicos del Nivel de indice de /razén
interfiriendo en | cerebro y cerebelo. tejido cerebeloso
diversos eventos D .
escripcion
como son el aumento Morfoléai histolégica de
de estrés oxidativo y la ortologico 9
iz cerebral
produccién o de i Cualitativa
productos toxicos que Descripcion nominal
producen muerte histologica
celular.5641
cerebeloso
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Iv. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Tipo de estudio

Segun Herndndez Sampieri es de enfoque cuantitativo, experimental puro,

con grupo control y posprueba Unicamente.®”
IV.2. Materiales

IV.2.1 Materiales biolégicos

Semilla de Helianthuus annuus L. (Girasol).

Ratones macho Albinos Mus musculus cepa BALB/c.

1IV.2.2. Reactivos quimicos

Etanol (SPECTRUM ®)

Vitesol E 400®, capsula en gel de vitamina E (D-alfatocoferol acetato
equivalente a vitamina E 400 Ul) (PROCAPS®)

Acido 2-tiobarbittrico (TBA) (Sigma®)

5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) (SIGMA ®)

Reactivo de Folin-Ciocalteus (MERCK®)

Acido ascorbico (LOBA-CHEMIE®)

Acido glioxilico (MERCK®)

Buffer fosfato 0,01 M pH 7,4 (Riedel-de Haen ®)

Formol 40% (SPECTRUM ®)

IV.3. Equipos e instrumentos

Guillotina (Kent Scientific)

Homogenizador Tissue Tearor (A. BIOSPEC PRODUCTS, INC).
Espectrofotometro (Genesys 10s)

Bano maria (BOECO Germany)

Centrifuga Refrigerada (DALB®)

Centrifuga Clinica (FARLAB®)

IV.4. Muestra

IV.4.1. Unidad de analisis: Ratones macho albinos BALB/c (Mus

musculus), con un peso aproximado de 31, 8 + 3.9 g y con una edad de tres

meses.

IV.4.2. Tamaino de muestra: Se utilizaron 35 ratones macho divididos

aleatoriamente en cinco grupos (n=7).
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IV.5. Criterios de inclusion y exclusion
Inclusién:
e Ratones albinos machos BALB/c (Mus musculus).
e Peso aproximado de 30 - 35 g con tres meses de edad.
Exclusién:
e Los animales no deben haber sido manipulados anteriormente.
¢ No deben presentar algun tipo de enfermedad.

¢ No deben tener ninguna amputacion en sus extremidades.

IV.6. Adquisicion y preparacion de la suspension de semilla

Las semillas de Helianthus annuus L. “girasol”, fueron adquiridas en un
centro de ventas de productos naturales, con marca registrada Nutrimix® el

cual expende las semillas peladas y adecuadas para el consumo (ver Anexo

1).

Las semillas de girasol se conservaron en un ambiente seco hasta el
momento de utilizacién. Una muestra de las semillas fue utilizada para la
clasificacién taxonémica por un bidlogo especializado en botanica (ver
Anexo 2).

La suspensidn fue preparada diariamente antes de cada administracion para
evitar su deterioro bioldgico, este procedimiento se llevé a cabo con un
mortero de porcelana y agua, para obtener las dosis 200 mg/kg y 600 mg/kg.

IV.7. Acondicionamiento y aclimatacion de los animales

Se emplearon ratones macho, adquiridos en el Centro Nacional de
Productos Bioldgicos del Instituto Nacional de Salud, y llevados a un tiempo
de aclimatacién de cinco dias en jaulas acondicionadas de 24 cm ancho x
45 cm largo y 20 cm alto (ver Anexo 3), a una temperatura de 20 °C, con
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas cada uno, una densidad animal de 5
ratones por jaula y libertad de acceso a una dieta balanceada el cual fue
adquirido en el Centro de Produccion de la Universidad Nacional Agraria La
Molina y una disponibilidad de agua ad libitum. Estas condiciones estan en
base al cuidado y manejo del Instituto Nacional de Salud.*®
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IV.8. Induccion a la Neurotoxicidad

La induccion a la neurotoxicidad se realiz6 empleando el método propuesto
por Witte and Bada (1983),%° el cual consiste en la administracion via
intraperitoneal, de etanol al 40%, a una dosis de 1,8 g/kg durante 15 dias.
(ver Anexo 4)

Los animales fueron distribuidos de forma aleatoria en cinco grupos (n=7),
los cuales recibieron el siguiente tratamiento, via orogastrica (ver Anexo 5)

por 15 dias:

Tabla N°1: Distribucién de ratones segun grupo de tratamiento

Grupos Tratamiento por canulacion (por 15 dias)
I Agua 10 mL/kg de peso
Il Agua 10 mL/kg de peso
1 Vitamina E 20 Ul/kg de peso
v 200 mg/kg de Helianthus annuus L. (girasol)
V 600 mg/kg de Helianthus annuus L. (girasol)

El alcohol fue administrado del grupo Il al grupo V, junto con el tratamiento
a las dosis de 1,8 g/kg de peso (solucibn de etanol al 40%) via
intraperitoneal, el grupo | recibié NaCl 0,9 %.

Terminado el tratamiento, los animales tuvieron un periodo de ayuno de 12
horas, posteriormente fueron trasladados a un ambiente adecuado para el
sacrificio, siendo manipulados de manera cuidadosa para evitar su estrés.
La técnica utilizada para el sacrificio fue la decapitacion, para la cual se
utilizé una guillotina especifica para ratones (ver Anexo 6), provocando asi
una perdida rapida de la conciencia sin dolor.®°

Los tejidos de cerebro y cerebelo fueron extraidos de la cavidad craneana y
seguidamente lavados en NaCl 0,9 %, toda la manipulacién se realiz6 sobre
placas de hielo (4°C), posteriormente se procedio al pesado de los tejidos
haciendo uso de una balanza analitica. (ver Anexo 7)

El hemisferio derecho fue empleado para la preparacion del homogenizado;
el hemisferio izquierdo y el cerebelo fueron conservados en formol al 10 %
en buffer fosfato pH 7,4 a 0,075 mol/L.
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IV.9. Procesamiento de los indicadores

IV.9.1 Determinacion de los indicadores bioquimicos

Preparacion del homogenizado y obtencion del sobrenadante: Se utilizé 150
mg de tejido cerebral de ratéon (hemisferio derecho), el cual se procedié a
homogenizar en buffer fosfato pH 7,4 a 0,01 mol/L hasta obtener el volumen
final de 1,5 mL (10% en tejido) para su posterior centrifugacién a 2500 rpm

por un tiempo de 5 minutos y separar los detritus de tejido.

IV.9.1.1. Determinacion del nivel de lipoperoxidacion en tejido
cerebral

La lipoperoxidacién fue determinada por el método Buege y Aust
(1978).%1

Fundamento: El malondialdehido es producto de la lipoperoxidacion
de &cidos grasos, que en su mayoria proceden de las membranas
celulares. Este dialdehido interacciona con dos moles de acido 2-
tiobarbitlrico dando paso a la formacién de un cromégeno de color

rosado, presentando una absorbancia maxima a 535 nm.®!

IV.9.1.2. Determinacion del nivel de GSH y GSH total en tejido
cerebral

Para la determinacion de los niveles de GSH y GSH total se usé la

metodologia propuesta por Boyne y Ellman (1972).62

Fundamento: Se basa en la oxidacién de grupos sulfhidrilos del
glutatiéon por la accion del acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB),
formando un mol de &cido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB), presentado una
absorbancia maxima a 412 nm. Para la determinacion del GSH total
se emple6 una solucion buffer que contenia 20 mg de acido ascérbico
y 10 mg de 4acido glioxilico por cada 20 mL de buffer.5?
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1V.9.1.3. Determinacion del nivel de grupo sulfhidrilo proteico en
tejido cerebral

Se empled la metodologia propuesta por Boyne y Ellman (1972),%2

condicionado a la muestra.

Protocolo: el sobrenadante del homogenizado fue diluido 1/10 con
buffer fosfato pH 7,4 a 0,01 mol/L, se tom6 0,3 mL del diluido y afadio
1 mL de buffer fosfato pH 6,8 a 0,5 mol/L, posteriormente fue incubado
a 37°C, en bafo maria, por un tiempo de 5 minutos. Concluido el
periodo de incubacion se anadi6 DNTB 1,5 mg/mL y luego de 5

minutos se procedid a dar lectura en el espectrofotometro a 412 nm. 2

1V.9.2. Determinacion de indicadores morfolégicos indice cerebro y
cerebelo.

El tejido de cerebro o cerebelo una vez lavado con NaCl 0,9%, se procedio
a secarlo, para asi eliminar residuos de NaCl 0,9% del tejido, finalmente
haciendo uso de una balanza analitica se procedié al pesado del tejido. El

indice cerebro y cerebelo se definié haciendo uso de la formula:

IC = we X 100
T WA

IC: indice de cerebro o cerebelo
WC: peso en gramos del tejido de cerebro o cerebelo
WA: peso en gramos del animal

1V.9.3. Procedimiento del estudio histolégico

Para el procesamiento histolégico se considerd la seccion del hemisferio
izquierdo y el cerebelo, los cuales se mantuvieron conservados con formol
al 10% en buffer fosfato pH 7,4 a 0,075 mol/L. La tincion utilizada fue
Hematoxilina-Eosina. Las ldminas histoldgicas fueron evaluadas por un

Médico Patblogo (ver Anexo 8), considerando los siguientes criterios:

Cerebro: Conservacién de la corteza cerebral, densidad de células
neuronales, presencias de edemas en el tejido.

Cerebelo: Conteo y estado morfologico de células de Purkinje.
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IV.10. Analisis estadistico

Culminada la ejecucién del disefio experimental, se ordend y analizd los
datos encontrados, para el cual se utiliz6 MS- Excel 2016 y el programa
estadistico SPSS 25.0 en el cual se realiz6 la prueba de normalidad Shapiro-
Wilk. Los indicadores con distribucion simétrica (p>0,05) se evaluaron con
la prueba estadistica de ANOVA vy posteriormente la prueba de
homogeneidad de varianzas de Levene. Para aquellos indicadores con
varianzas homogéneas se aplico la prueba post hoc de Tukey y aquellos
que presentaron varianzas diferentes se evaluaron por medio del post hoc

Games - Howell.

Los datos que presentaron distribucion asimétrica (p<0,05) fueron evaluados
mediante la prueba estadistica Kruskal-Wallis, via de correccién de Dunn-

Bonferroni.

Se utilizd un p<0,05 para considerar una diferencia estadisticamente

significativa.

IV.11. Aspectos éticos

La investigacion experimental biomédica efectuada con el uso de animales
experimentales consider6 lo expuesto en la Ley de proteccion y Bienestar
Animal, Perd N° 30407, art.19 del cap. V, “Tenencia, proteccién y manejo de
animales”.®® Los procedimientos y/o técnicas utilizadas consideraron
ocasionar la menor sensacion de dolor posible en los animales, tanto en la
induccion de etanol como al momento del sacrifico, para ello el estudio tomo
en consideracion los principios de Reducir y Refinar de la experimentacion
humanizada con animales.* Ademads, se consideraron los criterios
expuestos en la guia del manejo y cuidado de animales experimentales de
laboratorio: Raton, del Instituto Nacional de Salud, considerando un espacio
adecuado para su condicionamiento libre de ruidos y olores fuertes,
temperatura (20°C), 12 horas de luz/oscuridad, densidad animal, entre otros,
procurando asi el confort de los animales evitando en mayor medida su

estrés.%®

Asi mismo nuestro estudio cuenta con la aprobacion del Comité de Etica en
investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad nacional Mayor

de San Marcos. (ver Anexo 9)
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V. RESULTADOS

Se aplicé la prueba de normalidad (Shapiro-Wilk), determindndose asi a los
indicadores paramétricos, los cuales fueron los siguientes: niveles de GSH, GHS
total, relacion GSH/GSSG, grupos sulfhidrilos proteicos (-SH) (umol/g de tejido) e
indice de cerebro y cerebelo; los indicadores no paramétricos fueron

lipoperoxidacion y grupos proteicos sulfhidrilos (-SH) (umol/mg de proteina).

V.1. Niveles de lipoperoxidacion en tejido cerebral: El tratamiento con etanol en
el grupo Il (1,8 g/kg de peso) presentdé valores mayores de lipoperoxidacion
comparacion al grupo |, sin llegar a presentarse diferencia significativa.

El grupo tratado con vitamina E (20 Ul/kg de peso) mas etanol por vip, mostré

valores bajos en comparacion al grupo I, sin llegar a evidenciarse significancia.

Tabla N°2: Niveles de lipoperoxidacion en tejido cerebral de ratones, segun tratamiento

Lipoperoxidacion® Inhibicion
Grupo - tratamiento (nmol/g de tejido) (%)
Mediana + RIC
Grupo I: Agua 10 mL/kg + NaCl 0,9% 155 + 26
Grupo Il: Agua 10 mL/kg + Etanol 40% 160 + 61
Grupo llI: Vit. E (20 Ul/kg) + Etanol 40% 128 + 18 20
Grupo IV: SSG 200 mg/kg + Etanol 40% 124 £20 23
Grupo V: SSG 600 mg/kg + Etanol 40% 108 +17@ 33

*Shapiro - wilk (p<0,05) — Kruskall-Wallis
(a) p<0,01; comparado con el grupo Il

Los grupos tratados con la semilla de girasol a diferentes dosis (grupos IV y V) mas
etanol por vip, mostraron niveles mas bajos de lipoperoxidacion dependiente de la
dosis respecto al grupo ll, presentando diferencia significativa solo en el grupo V,

con una inhibicién del 33%.
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V.2. Perfil de glutation en tejido cerebral: El tratamiento con etanol en el grupo
Il (1,8 g/kg de peso) por vip, presentd menores valores de perfil de glutation en el
tejido, en comparacion con el grupo |, viéndose solo diferencia significativa en la
relaciéon GSH/GSSG.

El grupo tratado con vitamina E (20 Ul/kg de peso) mas etanol por vip, mostré
valores mas elevados en la prueba de GSH total, sin embargo, se evidencié niveles
bajos en las pruebas de GSH y GSH/GSSG, en comparaciéon al grupo Il, sin

evidenciarse diferencia significativa.

Tabla N°3: Perfil de glutatién en tejido cerebral de ratones, segun tratamiento*

GSH GSH Total GSH/GSSG***  Incremento
Grupo - tratamiento (umol/g de tejido) **  (umol/ g de tejido) *** Media + DE (%)
Media + DE Media + DE

Grupo I: Agua 10 mL/kg + NaCl 0,9% 3,46 + 0,53 14,9 £+2,17 0,31 + 0,040
Grupo 1l: Agua 10 mlL/kg + Etanol 40% 2,65 +0,29 14,4 £ 0,94 0,23 £ 0,03
Grupo llI: Vit. E (20 Ul/kg) + Etanol 40% 2,62 +1,18 16,0 + 4,21 0,19 £ 0,05 -17
Grupo IV: SSG 200 mg/kg + Etanol 40% 2,67 £0,62 15,0 £ 1,96 0,23 +0,08 0
Grupo V: SSG 600 mg/kg + Etanol 40% 4,00 + 1,019 16,8 + 4,08 0,31 +0,04@b) 35

*Shapiro - Wilk (p>0,05) - ANOVA — Levene
**Post Hoc prueba de Tukey

***Post Hoc prueba de Games - Howell

(a) p<0,01 comparado con el grupo Il

(b) p<0,01 comparado con el grupo Il

(c) p<0,05 comparado con el grupo I

(d) p<0,05 comparado con el grupo Il

Los grupos que recibieron la semilla de girasol a las diferentes dosis (grupos IV y
V) mas etanol por vip, se observd que los perfiles de glutatién en los dos grupos
fueron mayores, respecto al grupo Il, presentando solo diferencia significativa en el

grupo V.

El grupo que fue tratado con la menor dosis de semilla de girasol (grupo IV) mas
etanol vip, present6 niveles elevados en los indicadores de GSH y GSH/GSSG,

respecto al grupo lll, sin evidenciarse diferencia significativa.

El grupo tratado con la mayor dosis de suspensién de semilla de girasol (grupo V)
mas etanol vip, presentd un perfil de glutation mayor en comparacién con el grupo
[ll, presentando diferencia significativa solo en los indicadores de GSH y
GSH/GSSG, del cual para este ultimo indicador se observé un incremento del 35%.
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V.3. Niveles de grupos sulfhidrilo proteicos en tejido cerebral: Posterior a la
administracion de etanol (1,8 g/kg de peso) por vip, los niveles de grupos -SH
proteicos se reducen, respecto al grupo |, sin llegar a presentarse diferencia

significativa.

El grupo tratado con vitamina E (20 Ul/kg de peso) mas etanol por vip, mostré
niveles elevados de grupos -SH proteicos en comparacion al grupo I, sin

evidenciarse diferencia significativa.

Tabla N°4: Niveles de grupos sulfhidrilo proteicos en tejido cerebral de ratones, segun

tratamiento

Grupos -SH proteicos*  Grupos -SH proteicos*™  Incremento
Grupo - tratamiento (umol/g de tejido) (umol/mg de proteina) (%)
Media + DE Mediana + RIC
Grupo I: Agua 10 mL/kg + NaCl 0,9% 204 £ 17 1,68 +0,12
Grupo II: Agua 10 mL/kg + Etanol 40% 183 £ 28 1,63 £0,28
Grupo lllI: Vit. E (20 Ul/kg) + Etanol 40% 199 + 13 1,75 +0,16 7
Grupo IV: SSG 200 mg/kg + Etanol 40% 186 + 13 1,71 £0,18 5
Grupo V: SSG 600 mg/kg + Etanol 40% 206 + 11 1,81 £ 0,022 11

*Shapiro Wilk (p>0,05) - ANOVA - Levene - post hoc Tukey

**Shapiro Wilk (p<0,05) - Kruskal Wallis
(a) p<0,05 comparado con el grupo Il

Los grupos tratados con semilla de girasol a las diferentes dosis (grupos IV y V)
mas etanol por vip, presentaron niveles de grupos -SH proteicos mayores, respecto
al grupo I, presentando diferencia significativa solo el grupo V, con un incremento
del 11%, para el indicador grupo -SH proteico especifico (umol/mg de proteina).

El grupo que recibié la mayor dosis de suspension de semilla de girasol (grupo V)
mas etanol vip, presento niveles de grupos sulfhidrilo mayores respecto al grupo lll,

sin llegar a presentar diferencias significativas.
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V.4. indice de tejido de cerebro y cerebelo: El tratamiento con etanol en el grupo
11 (1,8 g/kg de peso) por vip, evidencio un indice de cerebro menor respecto al grupo
l, sin llegar a presentar diferencia significativa.

El grupo tratado con vitamina E (20 Ul/kg de peso) mas etanol por vip, mostré

indices mas bajos de cerebelo, en comparacién con el grupo Il, sin ser significativo.

Tabla N°5: indice de tejido de cerebro y cerebelo de ratones, segun tratamiento*

Indice de cerebro Indice de cerebelo

Grupo - tratamiento (%) (%)
Media £ DE Media + DE
Grupo I: Agua 10 mL/kg + NaCl 0,9% 0,85+0,12 0,24 + 0,02
Grupo II: Agua 10 mL/kg + Etanol 40% 0,98 £ 0,05 0,24 £0,02
Grupo llI: Vit. E (20 Ul/kg) + Etanol 40% 0,99 £0,10 0,21 £0,03
Grupo IV: SSG 200 mg/kg + Etanol 40% 0,98 + 0,06 0,23 £ 0,04
Grupo V: SSG 600 mg/kg + Etanol 40% 0,91 £0,07 0,20 £ 0,02

*Shapiro - Wilk (p>0,05) — ANOVA (p>0,05) — Levene - post hoc Tukey

Los grupos tratados con semilla de girasol a las diferentes dosis (grupos IV y V)
mas etanol por vip, presentaron indices de cerebelo menores dependiente de la
dosis, frente al grupo I, sin llegar a presentar significancia.

El grupo IV (semilla de girasol 200 mg/kg de peso mas etanol por vip) presento
niveles mas bajos para el indice de cerebro, en comparacién al grupo lll, sin llegar
a evidenciarse diferencia significativa. Por otro lado, el grupo V (semilla de girasol
600 mg/kg de peso mas etanol por vip) se presentd niveles bajos de indice de
cerebro y cerebelo en comparacion con el grupo lll, sin llegar a presentar diferencia

significativa.

Pinto Gonza John Henry
22



“Efecto de la suspension de semilla Helianthus annuus L. (girasol) frente a la neurotoxicidad inducida por
etanol en ratones”

V.5. Descripcion histologica del tejido nervioso

La descripcion histologica a nivel de los tejidos de cerebro y cerebelo en ratones

inducidos a dafo por etanol es la siguiente:

Tabla N° 6: Descripcién histoldgica de tejido cerebral y cerebeloso de ratones, segin
tratamiento

Grupo |

CEREBRO

Se observé un espacio subaracnoideo bien
distribuido rodeado de un epitelio plano y
presencia de endotelio sin alteraciones.
Células piramidales presentes, algunas con
nucléolo, el resto sin alteraciones
histolégicas. Ausencia de infiltraciones
linfocitarias en todas las capas. Presencia de
células gliales bien distribuidas.

CEREBELO

Se aprecid6 un espacio subaracnoideo bien
distribuido y rodeado de epitelio plano. Se
observé vasos sanguineos en todas las capas.
Las neuronas cerebelosas presentaron aspecto
normal (sin edema), no se observd
polimorfonucleares ni linfocitos. En la capa
molecular las células redondas fueron escasas,
bien distribuidas con cromatina firme. Las células
de Purkinje presentaron citoplasma bien
diferenciado con presencia de nucleo, algunos
muestran axones. A nivel de la capa granulosa
se observa la presencia de grupo de células
uniformes y bien distribuidas.

Grupo I

Se observé un espacio subaracnoideo
ligeramente aumentado y con escasas células
intravasculares. A nivel intraparenquimal de la
capa cortical se observd vasos congestivos.
Se observd una escasa presencia de
linfocitos. Se aprecia focos necréticos con
marcado edema en todas las capas. Las
neuronas presentaron edemas, focos con
nucleo picnético y escaso citoplasma a nivel
de la corteza. Se observd algunas células
gliales con retraccion citoplasmatica.

Se aprecié el espacio subaracnoideo bien
conservado, rodeado de epitelio simple plano y
con presencia de linfocitos bien distribuidos. En
todas las capas del cerebelo y médula se aprecid
edemas. Respecto a la capa molecular se
encontr6 bien distribuida y con presencia de
algunas retracciones citoplasmaticas. También
se hallaron vasos congestivos en todas las
capas. En las células de Purkinje se observé
alteraciones a nivel citoplasmatico, marcada
eosinofilia y nudcleos hipercromaticos; la capa
granular presentd agrupaciones celulares con
retraccion citoplasmatica.

Grupo
[}

El espacio subaracnoideo present6 vasos
congestivos, escasa presencia de linfocitos y
glébulos rojos, ademas, se presencié edemas
en las capas superficiales de la corteza.
También se hall6 escasos componentes
inflamatorios a nivel perivascular y en la capa
externa se encontraron células piramidales
con alteraciones en el citoplasma, marcada
eosinofilia, edemas y picnosis nuclear.

Las células gliales se encontraban bien
distribuidas y sin alteraciones.

En el espacio subaracnoideo se encontrd
ligeramente dilatado y aumentado, con presencia
escasa de linfocitos. Se aprecid6 vasos
congestivos en todos los cortes estudiados. Se
hallaron células neuronales con marcado edema
en las capas superficiales. Respecto al
componente inflamatorio fue escaso y solo en el
espacio subaracnoideo. La capa molecular se
encontré6 bien distribuida con presencia de
algunas células con edema. Las células de
Purkinje se observaron con borramiento de
estructuras citoplasmaticas, picnosis nuclear y
reforzamiento de la membrana citoplasmatica.
En la capa granular se encontraron grupos
celulares que forman focos bien distribuidos y
que presentaban retraccién unicelular.
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Grupo
v

Grupo V

Se observé un espacio subaracnoideo
conservado con infiltracién inflamatoria. Se
aprecié tejido endotelial conservado vy
presencia de vasos ligeramente congestivos.
A nivel perivascular se encontrd linfocitos
reactivos, bien distribuidos. En las capas
celulares se observé edemas moderados. En
la capa neuronal se observé retraccién
citoplasmatica y alteracion del nicleo en
capas corticales, algunas a nivel de la
medula; en las células gliales no se present6
ninguna alteracion.

Se observé un espacio subaracnoideo
normal, con componente vascular
conservado. Se apreci6 a nivel de los
capilares una ligera congestion. Se encontré
algunas células conservadas (sin
alteraciones) y otras con edema multifocal en
las capas corticales. A nivel perivascular se
aprecio algunos linfocitos y
polimorfonucleares. A nivel de las capas
corticales algunas neuronas se encontraron
bien conservadas y ofras presentaron
alteraciones en el citoplasma con marcada
eosinofilia. Algunas células gliales se
encuentran conservadas y otras con

_retraccién citoplasmética.

Se aprecid un espacio subaracnoideo bien
conservado revestido de epitelio plano. En la
capa molecular se observd células bien
conservadas y con ndcleo acromatico
conservado, presentando también congestion
vascular y edemas. En la capa de células de
Purkinje se aprecié edemas, alteraciones en la
membrana citoplasmatica, algunas células
presentaron borramiento de estructuras y
retraccién de la membrana citoplasmatica. En la
capa granular se encontré grupos celulares,
algunas de ellas con retraccién citoplasmaticas y
otras sin alteraciones.

El espacio subaracnoideo se encontr6 bien
conservado revestido de epitelio plano. La capa
molecular presentd células bien conservadas y
con nucleo acromatico conservado, edemas y
congestion vascular. En la capa de celular de
Purkinje se hall6 la presencia de edemas,
alteraciones en la membrana citoplasmatica, en
algunas células se observd retraccion de la
membrana citoplasmatica 'y  borramiento
estructural. En la capa granular se encontraron
agrupaciones celulares, algunas con retraccion
citoplasmaticas y otras sin alteraciones.
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Micrografia optica 1. Grupo |: Cerebro. Se | Micrografia optica 2. Grupo I: Cerebelo. Se

observé la corteza cerebral sin alteraciones | observa el tejido cerebeloso sin alteracion
morfoldgica en todas las capas. HE (40x).

morfolégicas. HE (40x).

o

Capa granular con retraccion
citoplasmatica. HE (40x).
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Micrografia optica 5. Grupo lII: Cerebro. Se | Micrografia 6ptica 6. Grupo III: Cerebelo. Se
observa (a) Célula linfocitica (b) Celula | gpserva (a) Células de Purkinje con
piramidal con eosinofilia y picnosis nuclear. | gosinofilia y picnosis nuclear (b) Capa
HE (40x). granular bien distribuida. HE (40x).
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IV: Cerebro. Se
(@) Neurona con retraccion
citoplasmatica y alteracién del nudcleo (b).
Células gliales bien conservadas HE (40x).

Micrografia optica 7. Grupo
observa.

»
-

v " ’ ) Z ey .
Micrografia optica 9. Grupo V: Cerebro. Se
observo (a) eosindfilos y (b) neuronas con
eosinofilia y dafo citoplasmatico. HE (40x)

Micrografia dptica 8. Grupo 1V: Cerebelo. Se
observo. (a) Células de Purkinje con edemay
retraccion citoplasmatica. (b) Capa
granular sin alteraciones. HE (40x).

[ y y

Micrografia optica 10. Grupo V: Cerebelo.
(a) células de Purkinje con borramiento
nuclear. (b) Capa granulosa con
hipercromatismo nuclear. HE (40x).
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VI. DISCUSION

El envejecimiento es uno de los procesos bioldgicos que todo ser vivo afronta, el cual
es caracterizado por cambios morfolégicos y fisioldgicos en diversos tejidos, dentro
de ellos el tejido nervioso central, evidenciandose un aumento en el estrés oxidativo
que va a originar un dafio en el desempefio cognitivo de las personas.® Para reducir
los efectos del envejecimiento, asociado al estrés oxidativo, se aprovecha de la

ingesta de antioxidantes que los encontramos en frutas, verduras y semillas.?®

En el presente estudio encontramos en el grupo |l (etanol 1,8 g/kg de peso, al 40%)
presentd niveles mayores en lipoperoxidacion e indice de cerebro, como también,
una disminucion del perfil de GSH y grupo -SH proteico. Sin embargo, el indice de
cerebelo no mostro diferencias significativas con el grupo I. A nivel histologico el tejido
cerebral presenté linfocitos, edema, vasos congestivos, focos necroticos, retraccion
citoplasmatica y eosinofilia; en el tejido cerebeloso se observé retraccion

citoplasmatica, eosinofilia, hipercromatismo y edema.

Los resultados antes citados del grupo Il estan relacionados con el metabolismo del
etanol. Este alcohol atraviesa en un 90 % la barrera hematoencefalica causando dano
a nivel del tejido nervioso central.®' El etanol es metabolizado, principalmente por
accion de la catalasa y el citocromo P450 (CYP2E1) mitocondrial, y en menor grado
por el alcohol deshidrogenasa (ADH),%® dando paso a la formacién de acetaldehido,
que por accion del aldehido deshidrogenasa (ALDH) se convierte a acetato, esta

especie puede provenir también del metabolismo hepatico.?’

Tanto la ADH y la ALDH utilizan como cofactor NAD*, produciendo NADH*, elevando
la relacion NADH*/NAD*y como consecuencia altera el estado redox. También se ha
observado que el metabolismo del etanol a nivel del tejido nervioso esta asociado al
estrés nitrosativo por induccion del NADPH*/xantina oxidasa, 6xido nitrico sintasa
inducible y la reaccién de Fenton-Weiss-Haber, produciendo EROs y éxido nitrico
(NO).8%% Todos estos eventos descritos se asocian al estrés oxidativo que es un
desencadenante de la lipoperoxidacién,”® disminuyendo los niveles de glutation
(GSH).%8 Esto podria explicar los resultados observados en lipoperoxidacion y perfil
GSH en el grupo II.
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Las EROs pueden producir disminucion a nivel mitocondrial tanto en su potencial
como en su permeabilidad de membrana, la cual puede producir una
retroalimentacion positiva (EROs inducida por EROs), extendiéndose asi las senales
de estrés oxidativo exacerbando el dafo celular.”! El tejido nervioso es muy
susceptible al ataque de radicales libres debido a la gran cantidad de acidos grasos
polinsaturados (PUFAS) presente en los fosfolipidos a nivel de la membrana.”® Este
proceso de peroxidacién lipidica produce una especie denominada lipido peroxilico
el cual luego se transforma en aldehidoscitotéxico (4-hidroxinonenal) que induce a la
apoptosis celular.”? Esto puede estar relacionado a los focos necroéticos (cerebro),
edema (cerebro y cerebelo), nlcleos picnéticos el cual esta asociado a la necrosis o

apoptosis celular (cerebro) encontrados en grupo Il.

Debido al dafio producido por EROs y el NO, proveniente del metabolismo del etanol,
aumenta la liberacion de glutamato por la neurona presinaptica, activando los
receptores N-metil D- aspartato (NMDA) de la neurona posinaptica?® que sumado al
dano en la membrana, mencionado en el parrafo anterior, alteran la homeostasis del
Ca?*, produciendo un incremento de Ca*? intracelular, la cual influye en la activacién
de enzimas dependientes de calcio como las endonucleasas, fosfolipasa A2 (FLA2)
y la 6xido nitrico sintasa (nNOS) los cuales participan en la formacién del radical

anién superoxido (Oz’) y éxido nitrico.”® La entrada de Ca*2de manera exacerbada

deforma el poro de transicion interno de la membrana mitocondrial llevando a un
colapso electroquimico de protones, ocasionandose asi una reduccion en los niveles
de ATP lo que impide el funcionamiento de las bombas dependientes de ATP como
es la bomba Na*/K* permitiendo la entrada masiva de Na* y agua, formandose asi
edemas celulares, posteriormente la perdida de funcién y muerte celular por
necrosis,?® que podria estar relacionado a los nucleos picnéticos en el cerebro,
edemas en cerebro y cerebelo y focos necroéticos en el cerebro observados en el
grupo Il

En las enfermedades neurodegenerativas se observa una disminucién en los niveles
de GSH el cual esta asociado al estrés oxidativo, anteriormente descrito, haciendo
que el tejido cerebral quede vulnerable a dicho proceso.” Este acontecimiento se
produce cuando se supera la capacidad celular de reducir GSSG a GSH por accion
de la GSH reductasa, conllevando a una disminucion de la relacion GSH/GSSG.”®
Por otro lado, una de las funciones del GSH es mantener el estado reducido de los
grupos sulfhidrilo de las proteinas, viéndose esta funcion afectada por las variaciones
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en la concentracion de GSH,’® lo antes mencionado podria justificar la disminucion

del perfil de GSH y los grupos sulfhidrilos proteicos encontrados en el grupo Il

Por otro lado, el GSH en condiciones de estrés oxidativo forma disulfuros mixtos con
los grupos sulfhidrilo de las proteinas, por el proceso denominado S-glutationilacion,
el cual es considerada de suma importancia para mantener la homeostasis en la
relacion GSH/GSSG ante el estrés oxidativo, viéndose asi que estas proteinas S-
glutationiladas aumentan con relacion al estrés oxidativo.”” Los grupos sulfhidrilos de
las proteinas son sensible a la oxidacion, afectando a la funcion de las proteinas.
Esto se debe a que el anion tiolato, de los residuos de cisteina, son sensibles a este
proceso oxidativo, formando acido sulfénico de manera irreversible,”® estos eventos
dan lugar a una posible explicacién a la disminucién en los niveles de grupos
sulfhidrilo proteicos encontrados en el grupo Il de nuestro estudio.

A nivel histolégico, debido a la accion de las EROs, se activa la microglia, la cual va
a secretar citocinas proinflamatorias (IL-1, IL6 y TNF-a), inducir la producciéon de
EROs y RNS, las cuales por accion propia pueden ocasionar una mayor activacion
microglial que conllevaria a un incremento del estrés oxidativo, generandose un caso
de neuroinflamaciéon y consecuentemente neurotoxicidad,” llevando asi a la
presencia de edemas cerebrales citotoxicos.®° Por otro lado, a nivel del cerebelo
producto de la exposicién a etanol se presenta dafno en células granulares y también
una pérdida y deformacion en las células de Purkinje.®' Estos eventos pueden ser
relacionados con los niveles altos de indices de cerebro, presencia de edemas en
cerebro y cerebelo, ndcleos hipercromaticos en células de Purkinje y retraccién
citoplasmatica en la capa granular del cerebelo mostrados en el grupo |I.

El endotelio vascular es sensible al estrés oxidativo, producto de la interaccién del
anion superéxido (O27) con el 6xido nitrico (NO), dando paso a la formacion de
peroxinitrito, reduciéndose la disponibilidad del NO para cumplir su funcién de
relajacion en el musculo liso, esto daria paso a la vasoconstriccion de venas y arterias
reduciendo el flujo sanguineo y dando paso a la formacién de ictus cerebral.?'82 Estos
eventos pueden estar relacionados a los vasos congestivos encontrados en el grupo
I.
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Segun lkran 2019, en su estudio con etanol (5 g/kg de peso) en ratones, via
intraperitoneal, durante un lapso de seis semanas, observd niveles altos de
lipoperoxidacion y muerte neuronal apoptotica en cortes histolégicos de tincion
Nissl/fluoro-jade b.8 Otro estudio realizado en ratas, con etanol a 5 g/kg de peso
durante un periodo de 60 dias, administrado por sonda de estomago, se observé
niveles elevados de malondialdehido, siendo este es un indicador de lipoperoxidacion
en membranas sinaptosomales de corteza cerebral,® esto se asemeja a los
resultados encontrados en el grupo |l de nuestro estudio, donde se observd niveles
elevados de lipoperoxidacion e histolégicamente dafno a nivel de la corteza cerebral.

El estudio realizado por Oyenihi, 2016 evalué los efectos del etanol de manera aguda
en una sola dosis de 4,8 g/kg de peso (50% v/v) en ratas, via intragastrica, reportando
un nivel mayor nivel de lipoperoxidacion, evaluado por la concentracién de
malondialdehido; y por otro lado se observd niveles bajos en la concentracion de
GSH en comparacion con el control.® Mientras otro estudio realizado en ratones,
utilizando etanol (1,8 g/kg de peso) durante 14 dias, administrado por via
intraperitoneal, se encontré a nivel del hipocampo y corteza cerebral dano celular por
la baja densidad de neuronas, comparados con el control.®¢ Lo descrito anteriormente
es similar a lo reportado en nuestro estudio sobre el grupo I, donde se encontré un
nivel bajo en el indicador de GSH y dafno a nivel histolégico por necrosis celular.

Un estudio realizado en ratones con etanol de manera cronica a concentraciones de
5% v/v durante seis semanas, se observd en el tejido cerebral (homogenizado de
hipocampo) un aumento en la concentracion de malondialdehido y un nivel bajo en
los indicadores de GSH y GSH/GSSG comparados con el control.8” Ozelturkcu 2010,
utilizando etanol (2 g/kg/dia) por via intraperitoneal en ratas, por un periodo de 14
dias, encontré concentraciones elevadas de malondialdehido en tejido cerebral,®

siendo estos resultados semejantes al grupo Il de nuestro estudio.

El grupo tratado con vitamina E y etanol (grupo lll), presentd niveles menores en
lipoperoxidacion, perfil de glutation e indice de cerebelo, y un mayor nivel de grupo -
SH proteico. Sin embargo, el indice de cerebro no mostré diferencias significativas
en comparacion con el grupo Il. A nivel histolégico el tejido cerebral presento
linfocitos, vasos congestivos, edemas, picnosis nuclear y alteraciones en el
citoplasma; respecto al tejido cerebeloso se observé edema, linfocitos, vasos

congestivos y retraccién unicelular, en las células de Purkinje se observ borramiento
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de estructura citoplasmatica, picnosis nuclear y reforzamiento de la membrana

citoplasmatica.

La vitamina E es un antioxidante dietético que reduce el dafio producido por las ROS
o RNS, convirtiéndolos en compuestos menos reactivos, protegiendo asi a los demas
componentes celulares.®® Siendo asi esta vitamina considerada, a nivel de
membrana, el antioxidante mas efectivo, con la capacidad de atenuar la peroxidacion
lipidica.®® En presencia de la vitamina E los radicales peroxilo reaccionan con el a-
tocoferol en lugar del hidroperoxido lipidico, deteniéndose asi la reaccidén en cadena
de la produccién de radicales peroxilo, evitandose una mayor oxidacion de los PUFAs
de membrana.® Producto de la reaccion antes mencionada, se forman los radicales
tocoferoxilo, los cuales pueden volver a su especie reducida mediante la utilizacion
del GSH y &cido ascorbico, pudiendo asi seguir ejerciendo su funcién.®? Estos
eventos podrian estar relacionados con los menores valores de lipoperoxidacién a

expensas del GSH y GSH/GSSG encontrados en el grupo |l de nuestro estudio.

Los edemas citotdxicos se encuentran relacionados a la excesiva presencia de
radicales libres,?° que en presencia de la vitamina E se ven reducidos, explicado en
el anterior péarrafo. Por otro lado, una de las propiedades de esta vitamina es la
respuesta inmunitaria, aumentando la produccion de Interleucina 2 (IL- 2), la actividad
de células asesinas naturales (NK) y la produccién de linfocitos,®%® también se le
otorga la funcién de suprimir la oxidacion de las proteinas.®* Estos eventos podrian
tener relacion con lo observado en los niveles de grupos sulfhidrilos proteicos y a

nivel histolégico con la presencia de linfocitos del grupo Il

En el estudio de Palomino 2019, que realizé la administracion de vitamina E (15 Ul/kg
de peso) contra la toxicidad inducida por etanol a 1,8 g/kg de peso en ratones,
durante un lapso de 14 dias. Reporté que la administracién de dicho nutriente produjo
efectos protectores frente a la toxicidad, evidenciado en los indicadores de
lipoperoxidacion, GSH e indicadores histolégicos como edemas leves en el tejido
cerebral y retraccion en citoplasma con células de Purkinje en tejido cerebeloso,!”
siendo semejante a lo encontrado en nuestro estudio, sin embargo, difiere con lo

encontrado en los niveles de GSH del grupo Il
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Otro estudio realizado por Puelles 2020, donde trabaj6 con vitamina E (40 Ul/kg de
peso) frente a la neurotoxicidad inducida con mercurio en ratones durante un periodo
de siete dias, se encontrd niveles elevados de lipoperoxidaciéon, relacion de
GSH/GSSG e indice de cerebelo, sin embargo, obtuvo niveles de indice de cerebro
bajo; histolégicamente reporté en el cerebro presencia de eosinofilia, edemas, vasos
congestivos Yy linfocitos; en el cerebelo eosinofilia edemas y congestién leve.® Los
resultados a nivel bioquimico difieren con lo encontrado en el presente estudio, pero

los resultados a nivel histolégico son semejantes con nuestro grupo lll.

Otro estudio elaborado por Beytut en el 2018, determind el efecto de la vitamina E en
tejido cerebral de ratas, induciendo a estrés por medio de altas dosis de
glucocorticoides, durante un periodo de 30 dias, observdndose niveles bajos de
lipoperoxidacién, haciendo referencia al papel importante que cumple la vitamina E a
nivel neuroldgico, sin embargo, los niveles de GSH fue menor.% Estos resultados

descritos anteriormente son similares a los encontrados en grupo lIl.

En relacion con los grupos tratados con la suspension de semilla de Helianthus
annuus L. (girasol), a las diferentes dosis (grupo IV y V), se aprecié menores valores
de lipoperoxidacién e indices de cerebro y cerebelo, y mayores niveles de grupos
sulfhidrilos proteicos (-SH) y del perfil de GSH. A nivel de la histoarquitectura del
tejido cerebral en el grupo IV, se encontré presencia de vasos ligeramente
congestivos, linfocitos, edema moderado y retraccién citoplasmatica. En el tejido
cerebeloso se encontrd retraccion citoplasmatica, congestion vascular y edemas en
células de Purkinje. Mientras en el grupo V, a nivel de tejido cerebral, se encontro la
presencia de algunos linfocitos, retracciones citoplasmaticas y eosinofilia. Respecto
al tejido cerebeloso se encontrd algunas células de Purkinje con edema y retraccion
citoplasmatica, y en la capa molecular presencia de algunas células con retracciones

citoplasmaticas.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio podrian estar relacionados con los
componentes fitoquimicos que presenta la semilla de girasol tales como los
flavonoides (quercetina, kaempferol, luteolina, heliannona y la apigenina), acidos
fendlicos (acido galico, acido cafeico, acido protocatecuico, acido clorogénico, acido
ferdlico y cumarico), y también presenta vitamina E y selenio, siendo considerada
esta semilla como una buena fuente de antioxidantes,* también se determin6 en esta

semilla contiene de &cidos grasos poliinsaturados como son el omega 6 y omega 3.%”
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Los bajos valores de lipoperoxidacion observados en los grupos tratados con la
suspension de semilla de girasol, pueden estar relacionados a la acciéon de la
vitamina E, detallado en lineas anteriores, pero también se le otorga esta funcién al
selenio, ya que esta actia conformando parte de la enzima dependiente (glutatién
peroxidasa), la cual cumple la funcién de reduccion de las ROS y RNS, evitando asi
el dano nivel de la membrana celular y la peroxidacién de los acidos grasos
insaturados.®®% Esto podria justificar los valores bajos de lipoperoxidacion
encontrados en los grupos IV y V de nuestro estudio.

Los flavonoides actuan como antioxidantes exdgenos, poseen un anillo 8 el cual es
determinante para cumplir la funcién de captar ROS y RNS, ya que dona un electrén
a los radicales hidroxilos, peroxilos y peroxinitritos, dando paso a especies menos
reactivas.'® Siendo los flavonoides compuestos que previenen las enfermedades

neurodegenerativas relacionadas con la edad, como el Alzheimer.'%!

Por otro lado, los polifenoles son reconocidos por sus propiedades antinflamatorias
controlando la neuroinflamacion y muerte neuronal, tal es el caso de la quercetina, la
cual se evidencio que puede inhibir ciertas citocinas proinflamatorias (interleucina 6,
interleucina 1 B y el TNF-a).'%2 Esto se podria tener relacién con los niveles bajos de
indice de cerebro, indice de cerebelo e histolégicamente con la presencia leve de

edema observado en los grupos experimentales de nuestro estudio.

También se evidencio que la quercitina y el kaempferol combaten el dafno por estrés
oxidativo, en tejido neuronal, mediante la activacion de la via Nrf2-ARE la cual cumple
la funcién de regulacion frente al estrés oxidativo. Esta via se activa cuando el factor
nuclear derivado del eritroide 2 (Nrf2) se disocia de la proteina Keap1, producto de
la reaccion con ERQOS, a su vez la traslocacion del Nrf2 al nacleo celular donde se
liga a proteinas Maf, que posteriormente se unen a elementos de respuesta
antioxidante (ARE), promoviendo la transcripcion de genes como el glutation

peroxidasa, glutation reductasa, superdxido dismutasa, catalasa y tiorredoxina.!0%104

Laxmi 2017, evalué los efectos neuroprotectores de la quercetina con donepezilo
sobre darfio inducido por escopolamida en ratas, encontrando menores niveles de
malondialdehido y mayores niveles de GSH, en homogeneizado de cerebro, tanto en
el grupo tratado con solo quercetina y el grupo tratado con quercetina y donepezilo,
atribuyendo dicha accién al potencial antioxidante de la quercetina.®
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El estudio de Davila en el 2015 evalu6 el efecto de la semilla de almendra como
agente neuroprotector en ratones por medio de la desorientacion motora,
encontrando gran efecto neuroprotector, evidenciado bioquimicamente en los
menores valores de lipoperoxidacion e histolégicamente con presencia de edemas
de grado leve a nivel del tejido cerebral, y a nivel de cerebelo present6 células de
Purkinje palidas y una leve presencia de edema, sin embargo, en el grupo control las
alteraciones fueron mayores y significativas. Segun el autor esto es debido a la
presencia de la vitamina E, selenio y quercetina como agentes antioxidantes
presentes en la semilla.® Lo mencionado se puede ver reflejado en los resultados de
nuestro estudio, de los grupos tratados con las diferentes dosis.

La semilla de girasol presentan W-6, W-3 y Zinc en cantidades aproximadas de 21.4
g,0.12gy 5.1 mg por cada 100 g de parte comestible, respectivamente.*® Un estudio
realizado por Mbiydzenyuy en el 2018, en ratas, sobre la suplementacion de zinc y
acido linoleico (omega 6) frente a parkinsonismo inducido por rotenona, inhibidor
especifico del complejo | de la cadena respiratoria, produciendo una neuropatologia
mediada por estrés oxidativo, en sus resultados reportd efectos neuroprotectores
sobre lipoperoxidacion, niveles de GSH, actividad del glutatién peroxidasa, SOD y
CAT; y a nivel histologico no se presentaron muertes celulares respecto al control, el
autor menciona que estos resultados pueden estar relacionados al zinc ya que este
aumenta la actividad de la glutation peroxidasa, ademas esta presente en la
metalotioneina el cual es fuerte captador de radicales libres. Los (-6 por su parte,
podria tener su nivel de accion reparando las capas lipidicas dafnadas, suprimiendo
asi la exudacién de electrones libres de la mitocondria, el cual es requisito previo
para generar radicales libre.® Esto respalda a lo encontrado en los grupos IV y V,
tratados con semilla de girasol respecto a la lipoperoxidacion, GSH y una mejor

conservacion a nivel histologico.

La reduccién de la lipoperoxidacién y una mejor conservacion histolégica en los
grupos tratados con semilla de girasol en nuestro estudio pueden estar relacionado
por su contenido de acido graso W-6 entre ellos el &cido araquiddnico. En un estudio
realizado por Qu y en el 2017, sobre los efectos de la suplementacion de acido
araquidénico (W-6) del dano cerebral en un modelo de isquemia/reperfusién cerebral
en ratas, reporto menores parametros de inflamacion, evidenciado en los niveles de
TNF-alfa e IL-6; a nivel de los parametro de estrés oxidativo se reporté un aumento
en los niveles de SOD, GSH-Px y una reduccion en los niveles de malondialdehido

(lipoperoxidacién); a nivel histolégico se present6 leve edema intercelular; ademas
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se analizaron la prueba de laberinto de Morris Water en la cual se reporté un mejor
rendimiento en los ensayos, ello comparado con el grupo control. El autor concluye
haciendo énfasis en la accién protectora del tejido cerebral pueden estar
relacionados a efectos antioxidantes y antinflamatorios del &cido araquidénico.®

Por otra parte, el omega 3 por medio de desaturasas y elongasas se transforma a
acidos eicosapentaenoico (EPA) y posteriormente a docosahexaenoico (DHA).'%’ El
DHA es metabolizado por la isoforma 15-lipooxigenasa que es abundante en el
sistema nervioso central, formando asi el 10,17 s-docosatrieno (NPD1), también
denominado neuroprotectina,® la cual actia como sefializador homeostatico frente
a desequilibrios celulares, mediante sefalizacion neurotréfica, antiapoptotica y
antiinflamatoria, sin embargo, la capacidad de sintetizar DHA a partir de acido o-
linolénico en las células neuronales es muy baja.'® Lo antes mencionado se puede
sumar a lo reportado en un estudio realizado por Lukiw, sobre cultivos celulares
(neuronas y glias), donde relaciona al NPD1 con una reduccion en las apoptosis
celulares.”® Lo mencionado puede estar relacionado con lo encontrado a nivel

histoldgico en los grupos IV y V tratados con semilla de girasol.
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VIL.

VIil.

CONCLUSIONES

La ingesta de suspension de semilla de Helianthus annuus L. (girasol) en las
dosis de experimentacion produjo una disminucion significativa en los niveles
de lipoperoxidacién y un aumento del perfil de glutatién y grupos sulfhidrilos
proteicos, expresando mejores resultados en el grupo V.

La ingesta de suspension de semilla de Helianthus annuus L. (girasol)
presenta un menor indice de cerebro y cerebelo, y a nivel histolégico se
observa una reduccién del dafno en ambos tejidos.

La ingesta de suspension de semilla de Helianthus annuus L. (girasol)
presenta efecto neuroprotector frente a la toxicidad inducida por etanol en

ratones.

RECOMENDACIONES

Evaluar los componentes fitoquimicos de la semilla Helianthus annuus L.
(girasol).

En base a los resultados obtenidos, se recomienda realizar estudios que
evalluen el consumo de la semilla Helianthus annuus L. como método de
prevencion o complementario en personas con riesgo a desarrollar
enfermedades neurodegenerativas.

Evaluar el efecto neuroprotector de los componentes fitoquimicos mas
resaltantes (polifenoles, carotenoides, terpenos) de la semilla Helianthus

annuus L. (girasol).
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X. ANEXOS

Anexo 1. Semilla de Helianthus annus L. (girasol)

PRODUCTOS NATURALE
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Anexo 2. Clasificacion taxonomica de la semilla Helianthus annus L. (girasol)

Yo, Leonardo Humberto Mendoza Carbajal, biflogo especialista en botanica, he recibido la muestra
vegetal (semillas) por parte de John Henry Pinto Gonza, identificada con DNI 70913728, procediendo a
identificar a la especie como: Hellanthus annuus L., con la siguiente clasificacion taxonémica:

CATEGORIA TAXONOMICA NOMBRE
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
SUB CLASE Mangoliidae
ORDEN Asterales
FAMILIA Asteraceae
GENERO Helianthus
ESPECIE Helianthus annuus L.

Nombre vulgar: “Girasol”

Fueron dos los sistemas de clasificacion que se consideraron, para las jerarquias de division y clase se
siguid la clasificacion de Cronquist (1981), y para l0s 6rdenes y familias la clasificacion del APG propuesta
por el Angiosperm Phylogeny Group (APG) lll (Hanson et al. 2009) y las actualizaciones del APG IV (Chase
et al. 2016). Para la clasificacion de géneros y especies se consideraron los criterios de Tropicos (2020),
y se confirm0 la nomenclatura de cada especie segin IPNI (2020).

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que estime

conveniente.

Lima, 01 de octubre del 2020

pa— 21

@uﬁs blogw;W

CBP. 12991

Mg. Leonardo Humberto Mendoza Carbajal
CBP 12991
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Anexo 3. Jaula de ratones
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Anexo 4. Flujograma del disefio experimental

[ 35 ratones albinos machos ]
'S A 'S ™ s "
Grupo | Grupo ll Grupo Il Grupo IV Grupo V
\, / \, / \, /
: I : ' :
e \ 3 e B
Via Agua 10 Agua 10 Vitamina E Girasol Girasol
orogastrica mL/kg mL/kg 20 Ul/kg 200 mg/kg 600 mg/kg Durante
\. y, \. J \, /J I” 15dias
v v v v
VIP NaCl 0,9% -
‘I 10mL/kg Etanol 40 % (1,8 g/kg de peso)

|

12 horas de ayuno previo al sacrificio mediante la técnica por decapitacion.

Dia 16

’

Diseccion del
cerebroy
cerebelo

Determinacion bioquimica: Hemisferio derecho ]

\

s

Analisis morfolégico: Hemisferioizquierdo y cerebelo ]

\

Pinto Gonza John Henry
49



“Efecto de la suspension de semilla Helianthus annuus L. (girasol) frente a la neurotoxicidad inducida por
etanol en ratones”

Anexo 5. Administracion de la suspension de semilla Helianthus annus L.
(girasol)
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Anexo 6. Guillotina para ratones

i z-a—.i.;«a\é-u- e e

Pinto Gonza John Henry
51



“Efecto de la suspension de semilla Helianthus annuus L. (girasol) frente a la neurotoxicidad inducida por
etanol en ratones”

Anexo 7. Diseccion del tejido cerebral y cerebeloso
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Anexo 8. Evaluacion histologica de tejido cerebral y cerebeloso

LABORATORIO DR. HUGO CASTRO PIZARRO

CANCERLAB CMP 21195 RNE 133560
PATOLOGO

HALLAZGOS HISTOLOGICOS TEJIDO CEREBRAL Y CEREBELO CON SEMILLA
DE GIRASOL

METODOLOGIA:

Se procesaron tejidos del Sistema Nervioso Central fijados en formol al 10% y se aplicé coloraciones
de rutina Hematoxilina - Eosina, se revisan las laminas de tejidos cerebro y cerebelo; se revisa la
bibliografia actualizada de investigaciones recientes sobre dafio de alcohol etilico administrado por
via peritoneal la produccién de alteraciones en tejido cerebral y el impacto de las sustancias de
semillas de girasol en concentraciones de 200 y 600 mg por kg. aplicadas para encontrar la

respuesta.

HALLAZGOS DE REPORTES CIENTIFICOS DE INVESTIGACION:

Las primeras investigaciones sobre dafio del alcohol en tejido cerebral y las implicancias de este en
los diferentes tejidos, fundamentalmente en el Sistema Nervioso Central incluyendo cerebro y
cerebelo, los dafios clinicos depende de la concentracion de alcohol en sangre, esta en relacion con
las manifestaciones clinicas segin “The TEMP Effects of Alcohol on the Central Nervous System in

Humans”, publicado por Henri Blegeiter y colaboradores en la Revista Biologia y alcoholismo.

El dafio del alcohol etilico se expresa mediante las diferentes moléculas como las interleucinas en
tejido cerebral e incluyendo al cerebelo, en correlatos con expresiones de cambios morfolégicos a
nivel de las células neuronales alteraciones como: inflamacion, autofagia, apoptosis, necrosis y micro
vesiculacion, en una publicacién del presente afio por Donna Gruol, en la Revista “Cellular and
Molecular Neurobiology”, bajo el titulo “Alcohol alters IL-6 Signal Transduction in the CNS of

Transgenic Mice with Increased Astrocyte Expression of IL-6”.

Shiyun Jin y Yunxiang Zhou refiere la alteracion de los astrocitos las células mas abundantes del
cerebro, tiene las funciones de reparacién, neurogénesis, sinaptogénesis, angiogénesis dentro del rol

neuro protector, como parte de las respuestas de la injuria de alcohol en tejido cerebral, dicha

30 ANOS A SU SERVICIO LABORATORIO CANCERLAB cancerlab@gmail.com
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LABORATORIO DR. HUGO CASTRO PIZARRO

CANCERLAB CMP 21195 RNE 13560
PATOLOGO

publicacién en “Nature Metabolism” el presente afio en 22 de marzo del 2021 y “Cell

Communication and Signaling”, el 15 de abril del 2020 respectivamente.

HALLAZGOS NEURONALES POR EFECTO DEL ALCOHOL

Los hallazgos de control positivo en tejidos cerebral y cerebelo en las células neuronales
encontramos los siguientes hallazgos: edema celular, células inflamatorias, esclerosis, vascularidad,
autofagia, disminucién de la masa gris, reaccion de las células gliales llegando a la gliosis;
principalmente en diferente grado de acuerdo a las capas y diferentes células neuronales, como se
reporta en diferentes reportes cientificos como “Acute ethanol exposure rapidly alters cerchellar
and cortical microglial physiology” por Rianne Stowel publicado el 17 de febrero 2020 en

“European Journal of Neuroscience”.

Referente a los diferentes tratamientos en dafio celular por el alcohol en tejido cerebral son las
vitaminas y sus beneficios al sin nimero de lesiones morfoldgicas ocasionadas en las células
neuronales como se reporta en la siguiente investigacién publicada por Lewis Michael en marzo del
2020 en la revista “Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic Care”, también
se reporta los mismo beneficios en la siguiente publicacion “Comparative histomorphological
assessment of Vitamin E and green tea (Camellia sinensis) extract-mediated
amelioration of Lead-induced hepatopathy in experimental Wistar rats” en 16 de
enero del 2020 por Dayo Rotimi Omotoso en la revista American Journal Of Physiology, Biochemistry

And Pharmacology”.

Por lo que encontramos los siguientes hallazgos histomorfoldgicos en las muestras analizadas
correspondientes a las ldminas de tejido cerebral y cerebeloso: para correlacionar las respuestas de
cambios celulares y morfoldgicos con coloracion de Hematoxilina y Eosina; con las sustancias como
Semillas de Girasol en diferentes concentraciones desde 200 y 600 mg/kg, teniendo como una
variable constante al alcohol en una concentracién de 40% por via intraperitoneal para todos los

casos.

En los casos de control positivo reportamos los siguientes hallazgos: dreas focales de necrosis en

tejido cerebral, presencia de componente inflamatorio por células de tipo linfocitario, cambios
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citoplasmaticos en las células neuronales de la corteza cerebral, cambios en las células gliales en su
membrana citoplasmatica en tejido cerebral. Asi mismo en tejido cerebeloso reportamos los
siguientes cambios estructurales: infiltrado de células inflamatorias en el espacio subaracnoideo, en
células de Purkinje cambios en la membrana citoplasmatica como retraccion y eosinofilia,
alteraciones a nivel del nicleo como picnosis; seglin esos cambios encontrados analizaremos los

resultados en los tejidos de acuerdo con cada variable aplicada en tejidos cerebral y cerebeloso.

Con la aplicacién de Semillas de Girasol en una concentracién de 200 mg/Kg en comparacién con la
concentracion de 600 mg/Kg la persistencia de infiltrado de células inflamatorias tipo linfocitario en
ambas concentraciones; teniendo en cuenta que con la dosis mayor se reporta ademas células
inflamatorias tipo polimorfonuclear en tejido cerebral. Mientras en tejido cerebeloso a dosis
200mgr/Kg escasas células linfocitarios a nivel perivascular y ausencia de células inflamatorias a

dosis de 600 mg/Kg.

Referente a alteraciones de las células neuronales la respuesta a nivel de la membrana
citoplasmatica del tejido cerebral con la administracion de semillas de Girasol a dosis de 200 mg/Kg
existe edema en todas sus capas; a 600 mg/Kg persiste el edema, pero en forma multifocal. En tejido

cerebeloso no existe cambios en ambas dosis el edema es similar.

CONCLUSIONES:

1. Las alteraciones celulares encontradas en los tejidos cerebral y cerebeloso son las
siguientes: infiltrado de células inflamatorias tipo linfocitarias y polimorfonuclear como una
respuesta a la noxa empleada alcohol por via intraperitoneal, asi mismo de alteraciones de
la membrana citoplasmatica como edema y eosinofilia. Las otras alteraciones reportan
segun los estudios tiempos prolongados de exposicion como gliosis que son reparativas del
dafo ocasionado.

2. Las semillas de Girasol en dosis de 600 mg/Kg en tejido cerebeloso, se reporta células
neuronales conservadas en su morfologia sin alteraciones histoldgicas y ausencia de

infiltrado de células inflamatorias. Las concentraciones de 200 y 600 mg/Kg en tejido
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cerebral las células inflamatorias se encuentran presentes sin diferencia entre ambas
sustancias.

3. Ladeteccién de alteraciones de células gliales para su identificacidn se necesita un marcador
de inmunohistoquimica para visualizar sus alteraciones; la deteccién de molecular como las

interleucinas también se pueden identificar por marcadores moleculares.
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Anexo 9. Acta de aprobacion del comité de ética en investigacion de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Peri, Decana de América
Facultad de Medicina
Comité de Etica en Investigacién

ACTA DE EVALUACION ETICA DE ESTUDIOS DE INVESTIGACION
‘AEE-CE|,

CODIGO DE ESTUDIO N°: 0002 - 2022

En Lima, el dia uno del mes de febrero de 2022, en Sesion del COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION,
previa evaluacion de la Tesis titulada: “Efecto de la suspension de semilla Helianthus annuus L. (girasol) frente
a la neurotoxicidad inducida por etanol en ratones” y presentado por el Sefior John Henry Pinto Gonza con
Codigo de Matricula N°: 16010103 de la Escuela Profesional de Nutricion de la Facultad de Medicina.

ACUERDA:
Dar por APROBADO dicha Tesis, considerando que se ha cumplido satisfactoriamente con las

recomendaciones Metodoldgicas y Eticas para la investigaciéon en seres humanos y/o en animales de
laboratorio.

Lima, 02 de febrero de 2022

Dr.|Henry(Guija Guerra
PRESIDENTE DEL CEI
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