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RESUMEN

Introduccidn: Las enfermedades neurodegenerativas es un problema de salud mundial
que establece un dafo oxidativo donde se incrementa la cantidad de especies reactivas
de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrégeno (ERN), las cuales pueden ser el
resultado u origen de las mismas. El consumo de muchos granos se ha asociado a un
menor riesgo de enfermedades neurodegenerativas, teniendo la Chenopodium quinoa
(quinua) poseedor de un buen nivel de compuestos fendlicos totales, sustancias de
capacidad antioxidante. Objetivos: Determinar el efecto neuroprotector del cocimiento de
hojuelas de Chenopodium quinoa (quinua) variedad negra en ratones sometidos a dafno
por etanol. Materiales y métodos: Estudio experimental, analitico, longitudinal y
prospectivo. Se utilizaron 30 ratones machos Mus Musculus de 3 meses de edad y
hojuelas de Chenopodium quinoa (quinua) variedad negra. Los grupos en tratamiento
recibieron una dieta balanceada y agua ad libitum. Recibieron por via peroral: grupo |y II:
medio coloidal 10mL/kg, grupo llI: vitamina E 15 Ul/kg, grupo IV: cocimiento de hojuelas
de quinua negra a dosis de 5ml/kg y grupo V: cocimiento de hojuelas de quinua negra a
dosis de 15ml/kg; administrando después de 30 minutos etanol 1,8 g/kg (40% v/ v) via
Intraperitoneal. Concluido el tratamiento después de 14 dias fueron llevados a ayuno de
12 horas y anestesiados con Pentobarbital a dosis letal, extrayéndose los cerebros y
masa encefalica, los cuales se lavaron con suero fisioldégico, usando el hemisferio
izquierdo para el andlisis bioquimico y el hemisferio derecho para estudio histoldgico.
Resultados: La administracion del cocimiento de hojuelas de Chenopodium quinoa
(quinua) variedad negra presentaron menores niveles de lipoperoxidacion comparado con
el grupo Il siendo significativo solo con el grupo 1V; los niveles de glutatibn mostraron
niveles similares al grupo Il, y en relacién a los cambios histolégicos se observa una
mejora leve en los grupos IV y V en comparacion con el grupo |l. Conclusiones: La
administracién del cocimiento de hojuelas de Chenopodium quinoa (quinua) variedad
negra promueve efecto neuroprotector en el indicador bioquimico (lipoperoxidacién) e

histologico en ratones inducidos a dafio por etanol.

Palabras clave: Chenopodium quinoa. (quinua), Neuroproteccion, estrés oxidativo,
lipoperoxidacion, glutation, etanol.
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ABSTRACT

Introduction: Neurodegenerative diseases is a global health problem that establishes an
oxidative damage where the number of reactive oxygen species (ROS) and reactive
nitrogen species (ERN) increases, which can be the result or origin of them. The
consumption of many grains has been associated with a lower risk of neurodegenerative
diseases, with Chenopodium quinoa (quinoa) having a good level of total phenolic
compounds, substances of antioxidant capacity. Objectives: To determine the
neuroprotective effect of leaflet Chenopodium quinoa (quinoa) black breeding in mice
subjected to ethanol damage. Materials and methods: Experimental, analytical,
longitudinal and prospective study. We used 30 3-month-old Mus Musculus male mice
and Chenopodium quinoa (quinoa) black variety flakes. The groups under treatment
received a balanced diet and water ad libitum. They received perorally: group | and Il:
colloidal medium 10mL / kg, group llI: vitamin E 15 IU / kg, group IV: cooking of black
quinoa flakes at a dose of 5ml / kg and group V: cooking of quinoa flakes black at a dose
of 15ml / kg; administering after 30 minutes ethanol 1.8 g / kg (40% v / v) via
Intraperitoneal. Concluded the treatment after 14 days were taken to fasting for 12 hours
and anesthetized with Pentobarbital at a lethal dose, extracting the brains and brain mass,
which were washed with saline, using the left hemisphere for biochemical analysis and the
right hemisphere for histological study. Results: The administration of the Chenopodium
quinoa flakes (quinoa) black variety showed lower levels of lipoperoxidation compared
with group Il, being significant only with group 1V; glutathione levels showed levels similar
to group I, and in relation to histological changes a slight improvement was observed in
groups IV and V compared to group Il. Conclusions: Chenopodium quinoa (black quinoa)
leaflet administration promotes neuroprotective effect in the biochemical (lipoperoxidation)
and histological indicator in mice induced to damage by ethanol.

Keywords: Chenopodium quinoa. (quinoa), Neuroprotection, oxidative stress,
lipoperoxidation, glutathione, ethanol.
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Efecto neuroprotector del cocimiento de hojuelas de Chenopodium quinoa (quinua) variedad negra en ratones
sometidos a dafio por etanol

I. INTRODUCCION

La prevalencia de enfermedades neurodegenerativas se ha incrementado de
forma progresiva con la edad de la poblacion. En el presente siglo se esta
observando un cambio demografico importante “el envejecimiento de la
poblacion”. (1) El Peru no esté ajeno a este fenomeno, en Lima la proporcion de
personas mayores de 60 afnos ha aumentado, siendo uno por cada diez
habitantes y que en la proxima década esta poblacion se duplicara, teniendo que
enfrentar el cuidado y atencidn al adulto mayor, en especial al que padece alguna
enfermedad neurodegenerativa. (2)

Las enfermedades neurodegenerativas es un problema de salud mundial, (3)
tienen como particularidad el curso progresivo de sus sintomas, reflejo del
deterioro paulatino de una parte o partes del sistema nervioso; generando un
terrible padecimiento fisico y psiquico entre el paciente y sus familiares (4),
constituyendo como la principal contribuidora de discapacidad en la poblacién. (1)
Sus intervenciones se concentran, en aliviar el dolor, la incapacidad y las posibles
complicaciones que aminoran la calidad de vida. Estas enfermedades requieren
una atenciéon que sume a la ofrecida a nivel hospitalario (4) y que sea abordado
sin demora. (3)

La poblacion de “ancianos” experimenta el curso irreversible del envejecimiento
en donde las células se ven expuestas a un deterioro morfofuncional que puede
acarrearlas hacia a la muerte. (5) El tejido cerebral acumula mas estrés oxidativo
con la edad, el cual se considera como un factor trascendente en el desarrollo y la
patogénesis de la distinta variedad de enfermedades neurodegenerativas. (6)
Dentro de estas encontramos al Parkinson, Alzheimer y la esclerosis multiple,
entre otras, que se diferencian por su evolucidon cronica, degenerativa y

progresiva. (7)

1
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Efecto neuroprotector del cocimiento de hojuelas de Chenopodium quinoa (quinua) variedad negra en ratones
sometidos a dafio por etanol

La elevada incidencia de disfuncion neuroldgica relacionada a diversos eventos
clinicos y la comprobacion de productos naturales que coadyuvan en las
estrategias terapéuticas, han motivado distintos estudios para una identificacion y
demostracidon del efecto neuroprotector de la diversa riqueza de recursos

naturales que tenemos.(8)

El consumo de muchos granos se ha asociado con un menor riesgo de
enfermedades degenerativas (9) siendo la Chenopodium quinoa (quinua)
poseedor de un buen nivel de compuestos fendlicos totales, presentando estas
sustancias bioactivas capacidad antioxidante.(10) La quinua variedad negra
presenta el contenido mas elevado de vitamina E, compuestos fendlicos y
actividad antioxidante comparada con la quinua variedad blanca. (11) Distintas
investigaciones han surgido sobre los componentes quimicos de la quinua vy
propiedades terapéuticas, haciendo que desemperne un papel importante en el

tratamiento y prevencion de enfermedades como “alimento funcional”. (12)

En estudios demogréficos reportan el aumento significativo de la poblacién mayor
de 60 anos, siendo del 12 al 15% en paises desarrollados, y en paises en vias de
desarrollo como el Peru representa el 7,4%, del cual se espera que llegué a un
12% para el ano 2025. (13) La enfermedad de Alzheimer, perjudica a uno de cada
diez adultos mayores de 65 anos y a la mitad de adultos mayores de 80 afnos. En
el Peru existen unas 250 000 personas damnificadas por esta enfermedad y solo
en Lima existen alrededor de 75 000 enfermos. Se piensa que por cada paciente
de Alzheimer, cinco personas se ven dolientes, correspondiendo al nucleo

familiar. (2)

El sistema nervioso esta organizado por el sistema nervioso central (SNC) vy
sistema nervioso periférico (SNP). ElI SNC consiste en el encéfalo y la médula
espinal y el SNP estd conformado por nervios craneales, espinales y periféricos
que canalizan impulsos desde el SNC y hacia el mismo. (14) El encéfalo esta
conformado por los hemisferios cerebrales, cerebelo, diencéfalo, mesencéfalo,

bulbo raquideo y protuberancia. (15)

2
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El tejido nervioso esta conformado por las neuronas y las células de sostén. La
unidad funcional del tejido nervioso es la neurona y se compone de un cuerpo
celular y otras prolongaciones de longitudes variables. (14) Las neuronas no se
dividen; empero, en el encéfalo estan presentes células madre nerviosas que son

calificadas para diferenciarse y reemplazar neuronas danadas. (14) (16)

Las células de sostén estan en contacto estrecho con las neuronas, en el SNC se
les llama células neurdglicas, neuroglia o sélo glia. Estos pueden ser de cuatro
tipos: oligodendrocitos, astrocitos, microgliocitos y células ependimarias.(14) Se
estima que por cada neurona hay 10 glias que brindan un microambiente ideal

hacia las neuronas. (16)

La corteza cerebral esta conformado por seis capas: capa plexiforme, capa de
neuronas piramidales pequenas, capa de neuronas piramidales medianas, capa
de células granulosas, capa de neuronas piramidales grandes y la capa de
neuronas polimorfas. (14) (17) El cerebelo se localiza la capa molecular y la capa

celular granulosa; en limites de ambas se encuentran las células de Purkinje. (14)

Las enfermedades neurodegenerativas tienen caracteristicas clinicas muy
distintas pero comparten la misma via de muerte celular, la apoptosis. (7) La
etiologia de las enfermedades neurodegenerativas no se debe a un solo
mecanismo, estas vias ejercerian de forma sinérgica, mediante multiples

interacciones que desencadenan la neurodegeneracion. (18)

Siendo diversos factores que desencadenan y aceleran los trastornos
neurodegenerativos, teniendo como resultado una patologia multifactorial (18)
siendo en comun el dano por oxidacion, (7) el cual esta asociado al incremento de
generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno,(19) disfuncidn
mitocondrial, inestabilidad de algunos cationes metélicos, agregacion peptidica y
proteica, inflamacioén, excitotoxicidad, factores genéticos o pérdida de soporte
trofico, (18) que cooperan al incremento del estrés oxidativo dirigiendo a un

deterioro cerebral progresivo. (19)
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La condicién de estrés oxidativo evidencia un papel critico en la fisiopatologia de
enfermedades neurodegenerativas (19) o situaciones traumaticas. El Alzheimer,
Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica e isquemia-reperfusion, entre otras, van
acompanadas por un notable aumento de formacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrogeno (ERN), pudiendo ser la

consecuencia o la causa de las mismas. (18)

El tejido nervioso es vulnerable al dafno oxidativo debido a factores causales entre
ellos por la incrementada actividad metabdlica oxidativa, la existencia de un alto
contenido de lipidos poliinsaturados oxidables, la numerosa concentracion de
cationes metalicos (Fe?*, Cu®"), la limitada capacidad antioxidante, la baja
regeneracion celular y formacion de H2O,, teniendo en consecuencia la injuria
celular. (18) (20)

En la condicion patoldgica de la neurodegeneracion se establece la participacion
de estrés oxidativo en el aumento de la produccién de ROS. (19) (21) Este evento
induce a las neuronas presinapticas que liberen glutamato, neurotransmisor
excitatorio, que es captado por el receptor glutamatérgico ionotrépico en la
neurona posindptica; la sobreactivacion exagerada de glutamato unida a las
especies reactivas, elevaria los niveles intracelulares de Ca?*, activando a las
fosfolipasas, proteasas, endonucleasas, y la sintasa de 6éxido nitrico (NOS)

promoviendo la lipoperoxidacién. (22) (23)

Los astrocitos usualmente perciben glutamato y lo transfieren a las neuronas en la
manera de su precursor, glutamina, sin embargo en presencia de estrés oxidativo
los astrocitos dispersan glutamato y éxido nitrico, aumentando y ampliando el
dano a las neuronas cercanas. (22) En la neurodegeneracion la inflamacién
sucede como una respuesta en los astrocitos y microglia activada, donde pierden
su regulacion y se transforma en un poderoso componente de destruccidn
neuronal. (19) Las células microgliales son inmunoefectoras que se estimulan por
destruccion o por alteracién en el microambiente liberando una serie de productos
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citotéxicos (ROS, NO y H20. ), factores proinflamatorios que provocan lesién y

muerte neuronal. (22) (24)

La apoptosis es un fenémeno natural en el SNC, pero en una situacién
fisiopatolégica como son las enfermedades neurodegenerativas los mecanismos
de apoptosis son los causantes de la disfuncion y muerte neuronal y/o glial. (7)
Las ROS consiguen estimular la apoptosis por la activacién de caspasas, de
genes apoptoticos y de enzimas liticas, mientras que la necrosis es un proceso
pasivo frente a la agresion que involucra un incremento de los niveles de calcio,
deficiencia en la regulacion de ATP desencadenando ingreso masivo de agua y

Na+ que desencadena en la formacion de edemas a nivel celular. (22)

La excitotoxicidad es provocada por el incremento de la activacion de receptores
glutamatérgicos ionotrépicos (NMDA, kainato, o AMPA) causando la muerte
neuronal. El glutamato es un neurotéxico mediado principalmente por el receptor
NMDA, su potente activacién lleva una retroalimentacion negativa por la

formacién de ROS vy nitrosilacién proteica. (22) (25)

El etanol es metabolizado principalmente por oxidacion, convirtiéndose en
acetaldehido, por medio del sistema enzimatico: alcohol deshidrogenasa (ADH),
el citocromo P-4502E1 (CYP2E1) y la catalasa (CAT). (26) En el organismo, el
etanol se metaboliza en dos procesos: la primera donde se genera acetaldehido,
y la segunda donde se modifica el acetaldehido en acido acético, por accién del
acetaldehido deshidrogenasa (ALDH). (27)

En el higado actia principalmente la isozima ADH de la clase | que interviene en
la oxidacion del etanol, pero en el cerebro presenta una accion limitada. (28) En
el ser humano y ratones la isoforma predominante en el cerebro es la clase
l11,(27) el cual tiene una distribucion amplia en el cerebro localizandose en la capa
subependimal y las areas perivasculares de la corteza cerebral, el subcértex, el
tallo cerebral y el cerebelo. (28)
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Los citocromos que pertenecen al sistema microsomal de oxidacion del etanol
(MEOS), especificamente el citocromo P-450 (CYP-450) estan situados en la glia
y neuronas. (28) Son responsables de un 20% del metabolismo cerebral del
etanol, teniendo consecuencias funcionales relevantes por su vinculacion a
toxicidad de etanol y modificacibn de membranas neuronales. (27) (26) Sin
embargo, la principal responsable es la catalasa participando un 60% en la

oxidacién de etanol a acetaldehido. (26)

La quinua, una planta de hoja ancha que sus semillas se han utilizado como los
cereales, son comunmente de color amarillo palido, pero puede variar a colores
rosa o negro. (29) Dentro de las antiguas culturas de los Andes es considerada
como uno de los primordiales alimentos (30) llamada “el grano madre” por los
incas. (29) (31)

Segun el Instituto de Innovacidén Agraria la quinua tiene la siguiente clasificacion
taxonomica (32)

Reino: Vegetal

Division: Fanerogamas

Clase: Dicotiledoneas

Sub clase: Angiospermas

Orden: Centrospermales

Familia: Chenopodiaceae

Género: Chenopodium

Seccion: Chenopodia

Subseccién: Cellulata

Especie: Chenopodium quinoa Wildenow

La calidad nutricional del grano es importante contienen entre el 16 al 20% de
proteinas (30) y posee todos los aminoacidos (31) sumando la caracteristica que
el grano, las hojas y las inflorescencias de la quinua presenta proteinas de muy
buena calidad. (30)
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La quinua presenta dentro de su composicién a la fenilalanina, considerado un
estimulante cerebral y principal neurotransmisor, a la treonina que participa en la
desintoxicacion hepatica, el triptdfano que es precursor directo del
neurotransmisor serotonina utilizado con notoriedad en situacion de depresion,

estrés y ansiedad. (30)

Con respecto a los &cidos grasos el 11% son saturados y alrededor del 82,71%
son acidos grasos insaturados, contiene omega 6 (&cido linoleico) un 50,24%,
omega 9 (acido oleico) un 26,04% y omega 3 (acido linolénico) un 4,77% lo cual
puede reducir el colesterol LDL del organismo y elevar el colesterol HDL. (30) La
quinua muestra ventaja con los cereales en minerales como fésforo, magnesio,
potasio, hierro, zinc y en algunas variedades en calcio y manganeso, (31) también
es una buena fuente de riboflavina, tiamina, acido félico, (33) niacina, vitaminas A,
C,DyE. (31)

Las semillas de quinua contienen cantidades significativas de fitoquimicos
incluyendo flavonoides, &cidos fendlicos, esqualeno, fitoesteroles, (34)
ecdisteroides, fagopiritoles, carotenoides, vitamina C, polifenoles, betalainas,
antocianinas, indicados por ser beneficiosos para la salud. (33) (35) Sin embargo,
un autor refiere que la presencia de betalainas es excluyente de las antocianinas.
(36)

Los acidos fendlicos presentes en la quinua son: los acidos cafeico, ferdlico, p-
cumarico, p-OH-benzoico, vanilinico, galico y cindmico; la presencia de
flavonoides esta conformado por quercetina y kempferol; sin embargo, otras
variedades de quinua presentan orientina, vitexina y rutina. La Chenopodium
quinoa variedad negra contiene una mayor presencia de isoflavonas, compuestos

bioactivos, consideradas protectoras de la salud. (33) (37)

En el 2007 Yawadio y colaboradores evaluaron la potencia antioxidante del
extracto etandlico de dos ecotipos de semillas de quinua: el tipo Japoén, nivel del
mar y el tipo Bolivia, Altiplano; teniendo como resultado que el ecotipo Japdn tiene
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mayor contenido de fenoles y capacidad antioxidante en el ensayo de poder de
reduccion antioxidante del hierro (FRAP) y en el método de B-caroteno, mientras
el ecotipo Bolivia presenta mayor actividad antioxidante en el ensayo de DPPH;
dando la posibilidad que ambas semillas podrian ser ricos en fitonutrientes que

actuan como poderoso antioxidantes en la dieta. (9)

En un estudio realizado en el 2010 por Carrasco sobre los flavonoides y
compuestos fendlicos en granos indigenas como la quinua, tuvo como resultado
el alto contenido de los flavonoides como la quercetina y kaempferol superiores a
los de bayas como el arandano rojo, se resalta el beneficio de los flavonoides en
la reduccién del riesgo de enfermedades cardiovasculares, canceres,
enfermedades neurodegenerativas, diabetes y osteoporosis. (37)

En otro estudio mencionan sobre las evidencias que tienen los flavonoides al
proteger la integridad y funcionalidad neuronal, la prevencion del incremento de
ROS y de peroxidacion lipidica en el hipocampo de ratas. Se menciona también
que la quercetina (flavonoide) presenta elevada accién antioxidante resultando 5
veces mayor comparado con la vitamina E y C. (38)

En el 2011 mediante una revision sobre las propiedades antioxidantes y
neuroprotectoras de los polifenoles de arandanos se menciona el efecto favorable
en modelo de animales y que la suplementacién con jugo de arandano durante 12
semanas a nueve sujetos ancianos mejord significativamente los resultados en
pruebas de memoria, aunque no significativa, resaltando que dentro de la familia
de los polifenoles hay varios compuestos tales como los flavonoides, que incluyen
antocianinas que podrian inducir estos cambios. (39)

Diversas investigaciones han comparado las semillas dulces y amargas de quinua
(provenientes de Ecuador y PerU respectivamente) y se demostré que las
semillas de quinua amarga tiene mayor actividad antioxidante comparadas con las
semillas de quinua dulce. En ambos casos se redujo después de la coccidn;
mientras que la capacidad antioxidante para la quinua dulce dependia de los
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compuestos carotenoides, fendlicos y flavonoides; mientras para la quinua
amarga se debia solo a estos dos ultimos, afirmando que el consumo de estos
granos andinos son utiles para la salud y que ambas variedades son fuente de

antioxidantes. (40)

Investigaciones por Brend en el 2012 evaluaron el contenido fendlico total y la
actividad antioxidante de la quinua roja y amarilla afectadas por horneado y
coccidon donde se mostré que las semillas de quinua cocida y horneados
conservan la mayor parte de esos indicadores; siendo las semillas de quinua roja
quienes conservan en mayor nivel y podria ser considerada un alimento funcional,
a parte de su uso en la dieta; sugiriendo investigaciones para verificar que las
semillas de quinua de color se pueden utilizar para la gestion y la prevencién de

enfermedades degenerativas. (41)

En un estudio se evalud las propiedades antioxidantes de semillas de quinua
procedente de Puno antes y después de la coccidn en el agua; las semillas eran
de diferentes colores (rojo, blanco, negro y gris) teniendo como resultado que en
la coccion aumenta la cantidad de compuesto fendlico, especialmente en el caso

de las semillas grises.(42)

En el 2015 Hernandez menciona que la quinua es una alternativa en la nutricion
de la persona diabética debido a que contiene carbohidratos con indice glucémico
bajo siendo beneficioso al organismo por los antioxidantes que contiene y el papel
en mejora de las enfermedades degenerativas como el Alzheimer, enfermedades

cardiovasculares, el cancer, la artritis, la Diabetes Mellitus y la osteoporosis. (31)
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Il HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipétesis

La ingesta del cocimiento de hojuelas de Chenopodium quinoa (quinua)
variedad negra posee efecto neuroprotector en ratones sometidos a dafio por
etanol.

2.2. Objetivos
a) Objetivo general

Determinar el efecto neuroprotector del cocimiento de hojuelas de
Chenopodium quinoa (quinua) variedad negra en ratones sometidos a dafo
por etanol.

b) Objetivos especificos

e Determinar el efecto del cocimiento de hojuelas de Chenopodium
quinoa (quinua) variedad negra sobre marcadores bioquimicos del
estrés oxidativo en el tejido nervioso en ratones sometidos a dafio por

etanol.

e Describir el efecto del cocimiento de hojuelas de Chenopodium quinoa
(quinua) variedad negra sobre la morfologia del cerebro y cerebelo en
ratones sometidos a dafo por etanol.
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. METODO

3.1. Tipo de estudio

Segun Argimon, el estudio es experimental, analitico, longitudinal y prospectivo
(43)

3.2. Materiales

3.2.1 Material biolégico

e Hojuelas de Chenopodium quinoa (variedad negra).

e Ratones machos Mus musculus de tres meses de edad.

3.2.2 Reactivos
e 55 '-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) Sigma®
o Acido 2-tiobarbittrico (TBA) Sigma®
« Acido tricloroacético (TCA) Sigma®
« Acido Etildiaminotetraacético (EDTA) Sigma®
o Buffer fosfato 0,01 M pH 7,4
e Etanol, metanol absoluto SPECTRUM ®

e Vitesol E® 400, D-alfatocoferol acetato (equivalente a vitamina E 400 Ul)

3.3. Muestra de estudio y unidad de analisis

Se utilizaron 30 ratones machos Mus musculus de 29,0 + 3.1 g de peso y
de tres meses de edad.

3.4. Variables
e Variable independiente:

Cocimiento de hojuelas de Chenopodium quinoa (quinua) variedad negra:
de coccién de hojuelas de quinua negra el cual se agregé maicena y azucar. (44)
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e Variable dependiente:
Efecto neuroprotector: “Efecto que tiene por objeto prevenir, retrasar o mitigar
los procesos neurodegenerativos y evita la pérdida de neuronas, interfiriendo en
la cascada de eventos celulares que producen la muerte celular, tales como el
aumento del estrés oxidativo, liberacibn de neurotransmisores excitatorios,
aumento de calcio, produccion de productos toxicos que incluyen éxido nitrico y

activacion de fosfolipasas”. (45) (46)

3.4.1 Definicion operacional de variables

Variables Dimension Indicadores Puntos de Esca_la_ gie
corte medicion
Variable Dosis:
independiente: Ingegta del 5 mL/kg
L cocimiento de
Cocimiento de . 15 mL/kg
hojuelas de hojuelas Qe Numeérica
: Chenopodium .
Chenopodium : : Concentracion:
: : quinoa (quinua) o
quinoa (quinua) . 5,3%
. variedad negra
variedad negra W/V aprox.
Marcadores % del incremento Numérica
e e del glutation (Lg/9)
bioquimicos del 1=o;5 5n biician de Numérica
Variable estrés oxidativo |°| operoxidacion Comparado (nmol/g)
dependiente: NModificacion de pop con el grupo 9
Efecto oS cambios control (Grupo
neuroprotector L Cambios 1) Nominal-
morfologicos AT o
S histolégicos Cualitativo
del tejido
cerebral
3.5. Prueba piloto
Se realiz6 una prueba piloto con motivo de detectar y descartar probables

dificultades en la administracion, la concentracion y dosis del cocimiento de

hojuelas de Chenopodium quinoa (quinua) variedad negra.
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3.6. Método experimental
3.6.1. Obtencion y preparacion del cocimiento de hojuelas

Las hojuelas de Chenopodium quinoa (quinua) variedad negra fueron adquiridas
en el mes de enero en la “Feria de los deseos” ubicada en el distrito de Jesus

Maria, el cual procede de la regién Puno.

La preparacion del cocimiento de hojuelas de Chenopodium quinoa (quinua)
variedad negra se realiz6 diariamente, la cual empledé 50 g de las hojuelas de
quinua variedad negra con 1 000 mL de agua por 15 minutos a 80°C,
posteriormente se agreg6 60 g de azucar por 4 minutos con movimiento constante
luego se anadié 10 g de maicena previamente suspendida en agua fria, formando
una suspension de gel, siendo el volumen final de 1 000 mL y una concentracion
final de hojuelas del 5 % w/v aproximadamente. (Ver anexo 1).

Para los controles se preparé un medio coloidal con los ingredientes empleados
en la preparacion anterior excepto por la hojuelas de quinua negra, teniendo un

volumen final de 1 000 mL.
3.6.2. Condicionamiento y aclimatacion de los animales

Se emplearon ratones machos Mus musculus obtenidos del bioterio de la
Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM). Fueron aclimatados en las
instalaciones del bioterio de la Facultad de medicina de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, aislados en jaulas de rejillas metalicas, a temperatura de
22 °C aproximadamente, con ciclos alternados de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad, con libre acceso de agua ad libitum y alimento balanceado del Centro
de Produccién de la UNALM.

Los pesos fueron registrados de forma interdiaria durante el acondicionamiento y

tratamiento.
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3.6.3. Ensayo experimental

Para inducir a la neurodegeneracion, los ratones recibieron etanol a una dosis de
1,8 g/kg por via intraperitoneal de una solucién al 40%, método empleado por
Witte y Bada.*® (47)

Los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en cinco grupos (n=6), recibiendo
por 14 dias los siguientes tratamientos: (Ver anexo 2)

Grupo I: 10 mL/kg del medio coloidal via peroral y 30 minutos después se
administrd suero fisiolégico 1,8 g/kg via intraperitoneal.

Grupo ll: 10 mL/kg de medio coloidal via peroral y 30 minutos después se
administré etanol 1,8 g/kg (40% v/v) via intraperitoneal.

Grupo lll: 15 Ul/kg de Vitamina E via peroral y 30 minutos después se administro
etanol 1,8 g/kg (40% v/v) via intraperitoneal.

Grupo IV: 5 mL/kg del cocimiento de hojuelas de Chenopodium quinoa (quinua)
variedad negra, via peroral, y 30 minutos después se administrd etanol 1,8 g/kg

(40% v/v) via intraperitoneal.

Grupo V: 15 mL/kg del cocimiento de hojuelas de Chenopodium quinoa (quinua)
variedad negra, via peroral, y 30 minutos después se administr6 etanol 1,8 g/kg

(40% v/v) via intraperitoneal.

Durante este periodo los animales fueron monitoreados permanentemente con

evaluaciones diarias de apariencia, comportamiento, apetito y actividad.

Concluido los 14 dias de tratamiento todos los ratones fueron expuestos a ayuno
de 12 horas y se les administr6 Pentobarbital 26 mg/kg (Halatal®) a dosis letal;
luego se les extrajo el cerebro y cerebelo, los cuales se lavaron con suero

fisiolégico y fueron pesados en balanza analitica para determinar su masa.
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El hemisferio derecho de la corteza cerebral y el cerebelo fueron conservados en
formol al 10 % en NaCl 0,9% para estudio histolégico, mientras el hemisferio

cerebral izquierdo se empled para la evaluacion de lipoperoxidacion y glutation.
3.7 Determinacion del marcador histolégico

Para efectuar el estudio histopatolégico del cerebro y cerebelo, los tejidos fueron
fijados y procesados en el Instituto de Patologia de la UNMSM - sede Hospital
Nacional Arzobispo Loayza donde se utilizé la tincibn Hematoxilina eosina. Los
resultados de las lecturas de las laminas fueron con el apoyo del Dr Hugo Castro
del Ministerio Publico Morgue central de Lima, el cual evalué la corteza, células de
la glia, células gigantes y piramidales del hemisferio derecho del cerebro, en caso

del cerebelo evalud la corteza y células Purkinje.

3.8 Determinacion de los marcadores bioquimicos
Se realizé los siguientes homogenizados:
Homogenizado para lipoperoxidacion

Se pesd aproximadamente 150 mg de tejido cerebral y se homogenizé (Ultra
Turrax IKA T10 Basic) con buffer fosfato 0,01 M pH 7,4 a un volumen final de 2

mL.
Homogenizado para GSH

Se pesd aproximadamente 150 mg de tejido cerebral y se homogenizé (Ultra
Turrax IKA T10 Basic) con EDTA 0,02 mol/L. frio 4°C a un volumen final de 2 mL

3.8.1. Determinacion de la lipoperoxidacion

Fundamento: El malondialdehido (MDA) es resultado de lipoperoxidacion de
acidos grasos de las membranas celulares, el cual reacciona con dos moles de
acido 2-tiobarbiturico para formar un complejo de color rosado, muestra una
absorcibn méaxima a los 535 nm, la intensidad de esta coloracién es

proporcionada al grado de oxidacién de los &cidos grasos, se utilizé la técnica
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modificada por Suérez en el 2014, la cual considera un precalentamiento del

reactivo. (48)

Protocolo: En un tubo con tapa se coloc6 500 uL del homogenizado y se afnadio
1 mL de TCA al 20%, el cual fue llevado a bafo Maria hirviente por 10 minutos.

Luego se retird y dejé enfriar con agua de cano.

Posteriormente se le anadié 1,5 mL de acido 2-tiobarbiturico (TBA) al 0,67% en
HCI 0,25 N, y se llevd nuevamente a bafio Maria hirviente por 20 minutos, se
retird y centrifugé a 15 minutos por 3500 RPM, se leyd en el espectrofotdmetro a
535 nm.

Los calculos de la concentracién se determin6 usando el coeficiente de extincion
molar 1,56 X 10> M' cm™ del complejo coloreado comprendido por el
malondialdehido-tiobarbiturico; expresando sus resultados como nmol/g de peso
de tejido humedo y porcentaje de inhibicion, a través de la siguiente formula:

nmol
TBARs ABS(yp_pp )x VH x Vrx x 10
_ (MP-BY)
g 1,56 x W, x VHRx

ABS MP-BI: absorbancia de la muestra restado del blanco reactivo
VH: Volumen del homogenizado (2 mL)

Vrx: Volumen de la reaccién (3 mL)

Wc: peso del tejido a homogenizar

VHRXx: volumen del homogenizado empleado para la reaccién (500 pL)

G II: media del grupo II.
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3.8.2 Determinacion de Glutation (GSH)

Fundamento: La oxidacion del GSH por el acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico)
(DTNB), produce la formacién de un mol de acido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB), el

cual presenta una absorbancia maxima a la longitud de onda de 412 nm. (49)

Protocolo: Se tom6 1 mL del homogenizado con 2 mL de TCA al 50% y 0,8 mL
de agua, se agitd y se dejo luego en reposo por 15 minutos, posteriormente se
centrifugd por 5 minutos a 5000 rpm. Del sobrenadante se tomé 500 pL y se
anadié 2 mL de buffer TRIS 0,4 mol/L, pH 8,9 luego se agreg6 25 pL de DTNB
0,01 mol/L y mezclé.

La reaccion final fue leida a 412 nm antes de los 5 minutos, y se procedi6 a
registrar las absorbancias. Los resultados se expres6 como pg GSH/mL/g de
tejido y porcentaje de incremento, el cual fue determinado por la siguiente

formula:

GSH M9
_ FCx ABSgyp-pry x VH x Vrxp x VRf
9= W, x Vsn

FC: 65,676 umol%

ABS (MP-BI): absorbancia de la muestra problema restado del blanco reactivo.
VH: Volumen del homogenizado (2mL)

Vrxp: volumen de la reaccién precipitante (2,2 mL)

VRf: volumen de la reaccion final (2,525 mL) Wc: peso del tejido cerebral

Vsn: volumen del sobrenadante (0,5 mL)

GTto—GII

% incremento = < x 100

GTto: Media del grupo tratamiento
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G Il: media del grupo Il.

3.9 Analisis de datos

Culminado el disefio experimental, los datos obtenidos se ordenaron y analizaron
siendo ingresados a una hoja de calculo en Microsoft Excel 2016. Fueron
procesados mediante el programa estadistico SPSS version 24.0.

Se aplico la prueba de Shapiro Wilk para la normalidad, y la prueba de Kruskal-
Wallis para la distribucién no normal obteniendo diferencia significativa. Se utilizé
el valor p<0,05 para la consideracion de diferencia estadisticamente significativa.

3.10. Etica del estudio

Segun la Ley Peruana N° 30407 de la proteccion y bienestar animal de Enero del
ano 2016, en el articulo 19 de “Centros que utilizan animales en actos de
experimentacion, investigacion y docencia” se permite la experimentacion para el
estudio y el avance de la ciencia, cuando el mismo cuente con bioética,
bioseguridad y con buenas practicas en animales y se establezcan
procedimientos para mitigar el sufrimiento del animal. (50)

Se consideré los principios de Reducir y Refinar en la experimentacion
humanizada para con los animales, propuesta por William Russell (zodlogo y

psicologo) y Rex Burch (microbidlogo) en 1959. (51)
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IV. RESULTADOS:
Los animales de los diferentes grupos no mostraron diferencia significativa en

la variacion de peso durante el periodo de tratamiento.

4.1 Niveles de lipoperoxidacion en tejido cerebral
Se evidencié que tras la induccion al dafo por etanol, las especies reactivas al
acido 2-tiobarbitdrico (TBARS) muestran valores de lipoperoxidacion similares

(grupo 1) en comparacién al grupo |.

El grupo Il que tuvo el tratamiento con vitamina E 15 Ul/kg y etanol, present6

niveles de lipoperoxidacién menor al grupo | y Il (p<0,05).

En los grupos tratados con cocimiento de hojuelas de quinua negra se
observaron menores niveles de lipoperoxidacién comparado con el grupo Il

siendo significativo solo con el grupo IV.

El grupo que recibié la mayor dosis del cocimiento de hojuelas de quinua
negra (grupo V) expresd un leve aumento de lipoperoxidacion en comparacion
al de menor dosis (grupo V), sin presentar diferencias significativas entre
ellos. (Tabla 1).

Tabla 1: Nivel de Lipoperoxidacion en homogenizado de cerebro segun
grupo de tratamiento

Grupo de Lipoperoxidacion’ o, |nhibicién
Tratamiento (nm/g de tejido)
Grupo | 39,04 £ 8,23
Grupo Il 38,62 + 10,23
Grupo lll 24,94 + 6,672 35,42
Grupo IV 22,38 + 3,54° 42,05
Grupo V 28,52 + 3,86 26,15

Krustal Wallis
* Mediana = DE (n=6)
a p<0.05 comparado con el grupo |l
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4.2 Niveles de glutation en tejido cerebral

Después de la induccion sometida a dano por etanol (grupo Il) se observd que los
niveles de glutation disminuyeron en el tejido cerebral en comparacién al grupo I,

siendo significativo (p< 0,05).

El grupo Il que estuvo con el tratamiento de vitamina E 15 Ul/kg y con dafo
sometido a etanol, presenté un mayor nivel de glutation comparado al grupo Il
siendo significativa (p< 0,05). Los grupos con dosis de cocimiento de hojuela de

quinua negra (grupo IV y V) mostraron niveles muy similares al grupo II.

Tabla 2: Nivel de Glutation (GSH) en homogenizado de cerebro de ratones
segun grupo de tratamiento

Grupo de GSH* % de
Tratamiento (mg/mL/g de tejido) incremento
Grupo | 2,18 +0,172
Grupo Il 1,13 +0,08
Grupo llI 1,41 + 0,082 24,77
Grupo IV 1,15 0,06 1,76
Grupo V 1,16 £ 0,04 2,65

Kruskal-Wallis
*Mediana + DE (n=6)
a p<0.05 comparado con el grupo I
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4.3 Cambios histolégicos del tejido nervioso

La descripcion a nivel histologico del cerebro y cerebelo de los ratones sometidos
a dano por etanol identifico la presencia de:

Grupo I: Se observo la corteza intacta y en relacién similar en la capa granulosa,
la zona limbica no evidenci6 modificaciones en su estructura, en cuanto a las
células de la glia, células piramidales y células gigantes se observaron de
apariencia normal y sin edema (Figura 1 y Figura 2).

En las muestras de cerebelo se mostrd la capa granular normal, las células de
Purkinje con un numero mayor a 6 por campo, las cuales estan en distribucion
homogénea y sin edemas con una leve eosinofilia citoplasmatica (Figura 3)

mientras la capa molecular externa en condiciones normales y sin edemas.

Figura 1: Células piramidales de la corteza cerebral Figura 2: Células gigantes de la corteza cerebral del
del grupo | (sin tratamiento) Tincién H-E 40 x'. grupo | (sin tratamiento) Tincién H-E 40 x'.
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Figura 3: Cerebelo del grupo | (sin tratamiento). Tincion
H-E 40 x.

Grupo lI: Las muestras presentan en su totalidad edema leve en las células
gliales y en la zona perivascular, observandose células gigantes en presencia de
edema (Figura 4), en cuanto las células piramidales con cambios en su forma y
con edema pericitoplasmatico moderado (Figura 5)

En cuanto al cerebelo se observo a las células de Purkinje deformes y ralas, con
citoplasma retraido y ligero cambio de posicion (asimétrica) y de tamafio mas
pequeno y con edema severo. Presentando dafo en el ndcleo y con una marcada

picnosis. (Figura 6), la capa molecular y granulosa presentan edema moderado.

Figura 4: Células gigantes de la corteza cerebral Figura 5: Células piramidales de la corteza
del grupo Il (dafio inducido por etanol) Tincion H-E  cerebral del grupo Il (dafio inducido por etanol)
40 X Tincion H-E 40 x'.
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Figura 6: Cerebelo del grupo Il (dafio inducido por
etanol). Tincién H-E 40 x'.

Grupo lll: En la mayoria de los cortes cerebrales se evidenciaron que en el
hipocampo (zona limbica) presentaban las células gigantes normales (Figura 7) y
edema leve con células piramidales retraidas y con halo citoplasmatico (Figura
8).

En referencia a los cortes de cerebelo se observa un edema en la mitad de la
capa granular con células de Purkinje hipercromicas y con alteracion de la
membrana, retraida en el citoplasma, algunas sin axdén, en presencia de
arrugamiento y picnosis en la mayoria de sus nucleos. (Figura 9)

Figura 8: Células piramidales del grupo llI
(vitamina E /etanol) Tinciéon H-E 40 x'.

Figura 7: Células gigantes del grupo Il (vitamina
E /etanol) Tincién H-E 40 x’
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Figura 9: Cerebelo del grupo llI (vitamina E /etanol)
Tincion H-E 40 X’

Grupo IV: En los cortes cerebrales se evidenci6 edema leve en las células
piramidales (Figura 10) en el espacio subaracnoides y zona medular y con la
mitad de eosinofilia citoplasmatica neuronal, las células gigantes y gliales
dafadas y con edema menor del 30% (Figura 11)

En el cerebelo, las capas molecular y granular presenta edema moderado,
mientras que las células de Purkinje con edematizacion severa, algunas
arrugadas y disminuidas en su forma normal y otras espiculadas y con ligero
edema,con presencia de proliferacion celular y ligeramente hipercromaticas y con
eosinofilia moderada.(Figura 12)

Figura 10: Células piramidales del grupo IV_, Figura 11: Células gigantes del grupo IV,
(€:00|m|ento de quinua 5mg/kg /etanol) Tincién H-E 40 (cocimiento de quinua 5mg/kg /etanol) Tincion
X. ,
H-E 40 X
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Figura 12: Cerebelo del grupo IV (cocimiento de quinua
5mg/kg /etanol) Tincién H-E 40 x'

Grupo V: En los cortes cerebrales, se muestra edema leve solo en la zona
perivascular, las células piramidales normales y células gigantes normales (Figura
13y 14).

En el cerebelo las células de Purkinje se encontraban con edema moderado,
recuperando su axon y forma, sin presencia de eosinofilia citoplasmatica. (Figura
15), las que se encontraban cercanas a la capa granulosa (CG) algunas
picnoticas (Figura 16), La capa molecular y granular presentan edema leve.

Figura 13: Células gigantes de la corteza cerebral Figura 14: Células piramidales de la corteza cerebral
del grupo V (cocimiento de quinua 15mg/kg del grupo V (cocimiento de quinua 15mg/kg /etanol)
/etanol) Tincién H-E 40 x'. Tincién H-E 40 x'.
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Figura 15: Cerebelo d_qI grupo V (gocimiento de quinua Figura 16: Cerebelo del grupo V (cocimiento de
15mg/kg /etanol).Tincion H-E 40 x'. quinua 15mg/kg /etanol). Tincién H-E 40 x'.
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V. DISCUSION

El envejecimiento es un proceso universal e inevitable (13) que esta en aumento
a nivel mundial y esto se debe a las transformaciones economicas y sociales,
trayendo consigo una mayor incidencia de enfermedades neurodegenerativas.(52)
En este proceso normal, relacionado con la edad, hay una perdida neuronal
acelerada en el sistema nervioso central (SNC), siendo esta la principal causa

relacionada a la discapacidad. (1)

Se sabe que para reducir o prevenir enfermedades, el consumo de determinados
nutrientes podria intervenir en ciertas funciones cerebrales; uno de los retos es
aprovechar los beneficios naturales de los alimentos.(52)(53) La existencia de
estrés oxidativo en enfermedades neurodegenerativas asociadas al
envejecimiento, requieren de la accion de antioxidantes para contrarrestar dicho
evento, (54) estos pueden anular los efectos adversos de los radicales libres y

prevenir la neurodegeneracion. (52)

En el presente estudio, se mostré en el grupo Il un menor nivel de GSH, sin
embargo, la lipoperoxidacién mostré valores cercanos al grupo |. El tejido cerebral
presentd edema en las células piramidales, gigantes y gliales. En el cerebelo
presentd edema severo en las células de Purkinje con edemas moderados en la

capa molecular y granular.

El etanol es capaz de cruzar la barrera hematoencefalica (BHE), en un 90%,
ocasionando un efecto directo en el tejido nervioso. (55) Se ha observado que por
cada exposicion el etanol causa cuadro de deshidratacién y precipitacién de
proteinas citoplasmaticas causando lesibn y muerte de cierto nuimero de
neuronas. (56) Ademas, un compuesto neurotoxico es el etanol y su consumo
continuo puede tener consecuencias a nivel cerebral, puesto que se oxida

generando acetaldehido. (57)
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La biotransformacién del etanol se realiza a nivel hepatico en un 85 a 90% usando
tres vias metabdlicas: siendo la principal el sistema alcohol deshidrogenasa
(ADH) y aldehido deshidrogenasa (ALDH). (58) (59) La segunda via, en menor
proporcion, es por el sistema microsomal oxidativo del etanol (MEOS)
involucrando al citocromo P450 y la tercera via que representa el 2% de la
oxidacion del etanol es la catalasa (CAT) que utiliza peréxido de hidrégeno. (26)
(55) (60)

A nivel cerebral abunda la isoforma ADH III que tiene baja afinidad por el etanol.
Los citocromos del sistema MEQOS, isoenzima CYP2E1, permitiria la oxidacion del
etanol a acetaldehido en pequefias cantidades vinculadas a efectos toxicos y
alteraciones en la membranas neuronales; y la catalasa que es la principal via
activa en el SNC metaboliza el 60% de la oxidacidén del etanol. (56) (60) (61) (26)
Estos sistemas enzimaticos localizados en el endotelio microvascular del cerebro,
generan productos oxidativos y nitrosativos, (61) esto puede estar relacionado con
la peroxidacién lipidica y disminucidén de factores antioxidantes como el glutation,
tal como lo cita Almanza M. 2011. (60)

El efecto del etanol en el cerebro explicaria el aumento de peroxidacion lipidica
como se ha mencionado anteriormente, (61) puesto que la membrana neuronal
presenta grandes cantidades de &cidos grasos poliinsaturados que es sensible a
la lipoperoxidacion, (62) esto se debe a su elevado consumo de oxigeno y cuando
existe un desbalance de radicales libres en los cuales también se encuentra
involucrado la excitotoxicidad, niveles de Ca™ y disfuncién mitocondrial. (63) La
incrementacién de Ca*® de forma prolongada activa la hidrolisis de fosfolipidos,
causando una mayor cantidad de &cidos grasos libres de tipo polinsaturados
generando la mayor lipoperoxidacion. (63) (64)

Es conocido que la peroxidacién de los lipidos incrementa la permeabilidad de la
membrana celular y disminuye su potencial, manifestdndose en la apertura de los
canales de Ca*?, incrementando su concentracién citoplasmatica y activando a la

sintasa constitutiva del 6xido nitrico (nNOS), (65) (66) presentes en las neuronas,
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(67) formando radicales superéxidos ( O2) y 6xido nitrico (NO) (66) causando la
muerte celular por necrosis. (65)

Segun Ozel y col 2010 en su investigacién con administracion via intraperitoneal
de etanol a dosis de 2 g/kg/dia por 14 dias en ratas, observd el aumento de
malondialdehido (MDA) comparado con el grupo control; el MDA es el producto
final de la peroxidacion lipidica y refleja la lesion en la membrana celular mediado
por los ROS.(68) En otro estudio se evalu6 el efecto de la administracion aguda
del etanol sobre marcadores de estrés oxidativo en el cerebro de raton, con
pretratamiento de suero fisiolégico y transcurrida media hora se administré 2,5
g/kg intraperitoneal de etanol, observandose una disminucibn de la
lipoperoxidacion sin tener diferencia significativa, (69) resultados similares a lo
encontrado en el grupo |l del presente estudio.

Se ha reportado que la administracion crénica del etanol conduce al aumento de
los receptores de N-metil D-aspartato (NMDA) en el hipocampo del cerebro y
cerebelo, teniendo un drastico incremento del glutamato a las 10 horas de cese
de etanol, contribuyendo a la muerte celular; lo cual explicaria su mecanismo en
alteraciones neuropatoldgicas tanto en animales de experimentacién como en
humanos, (57) lo mencionado estaria relacionado a los resultados histolégicos

encontrados en el grupo |l.

El incremento del glutamato extracelular provocaria el colapso de gradientes
ibnicos produciendo un déficit en la captura de este aminoacido en las neuronas
y células gliales, y la presencia del NO influiria en el incremento de la
concentracion de glutamato, estimulando los receptores glutamatérgicos de las
neuronas vecinas y produciendo la  muerte  excitotéxica. (55)
Complementariamente, el NO afecta en la disminucién de los niveles de ATP o
por la formacion de peroxinitrito (ONOO-) (55) siendo esta ultima, una especie
reactiva de nitrogeno implicada en enfermedades como el Alzheimer. (70) Por
esta via también podria explicar el mayor nivel de lipoperoxidacién en el grupo Il.

En cuanto a la disminucién del GSH observado en el grupo Il se asocia con la
muerte neuronal y con las enfermedades neurodegenerativas, (71) (72) el
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agotamiento del GSH también se relaciona con la desintoxicacion del etanol y el
envejecimiento evaluado en tejido como el higado y rifdn. (73) El GSH interviene
en la detoxificacion de xenobibticos, manteniendo de esta forma la permeabilidad
de la membrana y evitando mecanismos de apoptosis. (74) (75)

Resultados similares encontr6 Almansa en el 2011 que evalué el consumo crénico
de etanol y su efecto sobre el cerebro de rata administrando una dieta liquida de
alcohol (5% v/v) por seis semanas y se reporté una disminucion ligera de GSH en
el homogenizado de cerebro de ratas. (60) Segun el autor esto podria atribuirse al
incremento de colesterol en las mitocondrias del cerebro de ratas, provocando
una disminuciéon de GSH, al igual que en higado de ratas que han sido tratadas

con etanol. (60)

En el estudio de Arteaga y col 2017, midio el dafo cerebral por estrés oxidativo
después de una abstinencia alcohdlica de 2 semanas en ratas que consumian
gradualmente el etanol por 56 dias, se observé una disminucién del GSH
comparado con el grupo control y esto se deberia a la acumulacion de sustancias
toxicas que promueven el dafio cerebral y al aumento de las concentraciones de
nitrato/nitrito asi como la generacion de per-oxinitrito que resulta en la oxidacion
sustancial y destruccién potencial que induce a la muerte celular por apoptosis y

necrosis. (76)

La neuroinflamacion esta asociada a la actividad de la microglia, se ha descrito
que el etanol promueve la inflamacién por la via de los receptores tipo Toll (TLR)
que cumple un rol dentro de la regulacion de la inflamacion, respuesta inmune y

apoptosis. (58)

A nivel morfologico, la ingesta de etanol puede estar relacionado a perdida de
axones, sinapsis e incluso muerte celular. El etanol al estimular los TLR4 y el NF-
kb de la neuroglia induce a la produccion de citoquinas proinflamatorias como
interleuquina 6 (IL-6), interferon gamma (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), (58) (77) estos al actuar sobre la microglia, esta se activa produciendo

cambios morfoldgicos, a una actividad fagocitaria. (58)
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En pacientes alcohdlicos se reportan un dano selectivo de 15 al 23% de
disminucién y contraccion de neuronas piramidales del hipocampo y células
Purkinje del cerebelo, (55) siendo este ultimo el que mayor efecto recibe frente al
alcohol. (55) (78) El cerebelo es una de las estructuras nerviosas que mayor
recibe el efecto del consumo del alcohol, (79) las células de Purkinje son
altamente vulnerables a sustancias quimicas como el etanol. (55) (78) Del mismo
modo, Rodrigues y col. en el 2002 demostré mediante la administracion oral y
cronica de etanol y agua a concentraciones de 4,12 y 24%, cambios morfologicos
en las células de Purkinje en ratas adultas a partir de 4 semanas. (80) Lo
mencionado guarda relacion con nuestros resultados observados en el grupo Il a

nivel histolégico tanto en el cerebro y cerebelo de ratones.

El estudio de Pachonpai y col en 2012 evalud la neurodegeneracion por etanol en
cerebro de ratas por administracion via intraperitoneal a 1,8 g/kg por 14 dias en
cortes histolégicos de tincién cresil violeta donde se evidencia el dafo neuronal
en el hipocampo. (47) Mientras Guadagnoli en 2014 demostré que neuronas
corticales en cultivo son susceptibles por dafo con etanol, se analizé alos 7y 14
dias de crecimiento in vitro evidenciando mayor dafo en las neuronas maduras al

aumentar el nimero de células que mueren por apoptosis y necrosis. (81)

El grupo lll, que recibi6o el tratamiento de vitamina E y etanol, se observd un
menor nivel de lipoperoxidacion y un mayor nivel de GSH en comparacion con el
grupo Il. En relacién al estudio histolégico se evidencié edema en el cerebro en la
zona limbica del hipocampo y en las células piramidales. En el cerebelo, las
células de Purkinje con edema e hipercromaticas en la capa granular, algunas sin

axon y picnoticas.

Estos resultados guardan relacién con las propiedades de la vitamina E, el a-
tocoferol es el octimero mas abundante y biodisponible en el 6rgano humano.
Este antioxidante protege a las células y disminuye los efectos adversos de las
especies reactivas, inhibiendo la lipoperoxidacion a nivel de membrana celular.
(82) (83) (84)
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El mayor grupo de antioxidantes lipidicos solubles que protegen la membrana
celular de la lipoperoxidacién es a vitamina E. (62) Su papel protector se da
interrumpiendo las reacciones en cadena de los radicales mediante la
transferencia de un atomo de hidrogeno fenélico a un radical peréxido, (64) (85)
%093 generando hidroperéxidos lipidicos estables que limitan la reaccion radicélica
en cadena, siendo capaz de reducir la peroxidacién lipidica, (63) esto guarda

relacion con un menor nivel de lipoperoxidacion en el grupo lll.

El sistema de defensa antioxidante incluye al glutatiéon. (86) La actividad
antioxidante de la vitamina E (tocoferoles) se basa en el sistema redox tocoferol-
tocoferilquinona, secuestrando radicales libres y de perdxidos, evitando de esta
forma el dafo oxidativo. (87) Esta vitamina se encuentra ampliamente distribuida
en el cerebro y corteza cerebelar, (88) en un estudio del 2014 se reportd que los
tocoferoles y tocotrienoles (vitamina E) actué en defensa de los astrocitos frente al
dano causado por el glutamato, pudiendo estar asociadas al efecto neuroprotector

a nivel de las mitocondrias dafiadas. (89)

La capacidad neuroprotectora de la vitamina E también fue evaluada por una
técnica de desorientacibn motora en ratones (corte de bigotes) en donde se
expres6 un menor nivel de lipoperoxidacién. (83) Ademas, en un estudio del 2014
se revela la importancia de la vitamina E en el SNC teniendo un efecto preventivo
para los sintomas de la enfermedad de Alzheimer (EA), dando asociacién a las
isoformas de la vitamina E (tocoferol y tocotrieno). (83) (90)

En relacion a los grupos que recibieron tratamiento con el cocimiento de hojuelas
de Chenopodium quinoa (quinua) variedad negra, (grupo IV y V) se observé un
menor nivel de lipoperoxidacion, mientras que los niveles de GSH presento
valores similares comparados con el grupo Il. En el grupo IV, a nivel del tejido
cerebral, se evidenci6 edema leve en las células piramidales y con eosinofilia
citoplasmatica neuronal, y en el cerebelo, las células Purkinje presentaron edema
severo con alteracion en su forma y organizacion. Mientras que en el grupo V
presenté edema leve solo en la zona perivascular del cerebro y edema moderado

en las células de Purkinje con recuperaciéon de axén y forma.
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Los resultados obtenidos podrian relacionarse con los componentes de la quinua,
la cual contiene importantes cantidades de fitoquimicos abarcando a los
flavonoides (quercetina y kempferol), acidos fendlicos (acidos cafeico, ferulico, p-
cumarico, p-OH-benzoico, vanilinico, galico y cinamico), escualeno, fitoesteroles,
betainas, ecdisteroides, fagopiritoles, carotenoides, antocianinas y vitamina C,
(33) (34) (35) destacando a la Chenopodium quinoa variedad negra por el mayor
contenido de isoflavonas, siendo una fuente potencial de compuestos bioactivos

alentadores para la salud. (33)

En un estudio donde analizé las variedades roja y negra de la quinua evidencié
que después del proceso de coccidon se retienen la mayor cantidad de
compuestos fendlicos totales (CFT) en la variedad negra. Existe un aumento de la
actividad antioxidante en ambas variedades después del proceso de secado y
coccién. Los flavonoides después del proceso del lavado no evidencian pérdida
significativa, debido a que estos antioxidantes se acumulan en las vacuolas
siendo protegidas por la célula. Sin embargo, después del secado y coccion se
evidencié pérdidas significativas, lo cual difiere con lo reportado por Dini en el
2010. (91)

Los flavonoides ejercen una neuroproteccién sobre los mecanismos de estrés
oxidativo y neuroinflamacion, ya que son capaces de cooperar con la
funcionalidad e integridad de las neuronas, prevenir el incremento de los ROS y
de la lipoperoxidacion. (38) Sus efectos antioxidantes pueden intervenir en la
recuperacion de la homeostasis de O&xido-reducciébn en enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, (92) disminuyendo los procesos de la
peroxidacién lipidica en homogeneizados de cerebro, neutralizando el oxigeno
reactivo, particularmente el anién superoxido, radical hidroxilo o hidroperoxidos.
Ademas, los flavonoides son aptos en el bloqueo de la repuesta inflamatoria a
través de inhibicion de la microglia y moléculas proinflamatorias como la
interlucina 1B, factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) y la sintasa del 6xido nitrico
inducible (iNOS), por ello tendrian un papel importante para la proteccion del
cerebro. (38)
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Po otra parte, la quercitina y el kaempferol contribuyen en la prevencién de
enfermedades, ya que activa sobre el gen de regulacion del GSH en un 50%, de
esta forma favorece a la defensa intracelular. Limén en el 2010 menciona a la
quercetina presenta una actividad antioxidante cinco veces mayor que la vitamina
E. (38) Es conveniente senalar que la quinua contiene niveles de vitamina E (a-
tocoferol), segun refiere Fuentes y col.2013, (33) siendo la quinua negra la

variedad que presenta mayor contenido de esta vitamina.

La quercetina ha demostrado ser efectiva en la neuroproteccion, en modelos de
lesién neuronal o dafos neurotdxicos en in vitro e in vivo. (93) Segun Wagner y
col. en el 2006 evalué la protecciéon de quercitrina (glicésido de quercetina) donde
previno la formacién de TBARs inducida por agentes prooxidantes. (94) Hay que
considerar que tras la administracidn de quercetina en ratas y cerdos, se
encontraron que en niveles muy bajos (nanomolar) benefician su ingreso al
cerebro por la gradiente de concentracién, (93) lo que reflejaria la existencia de un
papel protector significativo como antioxidante y por la biodisponibilidad hacia el
tejido cerebral.

Hernandez en el 2013 indica que la quercetina aporta una proteccién en el
hipocampo de ratas sometidas a irradiacion que tenian neuronas picnéticas
disminuyendo significativamente el dafio genético inducido y la mejoria del estado
oxidativo gracias a su potencial antioxidante. (95) A los cuales se suma los
hallazgos de Mehdizadeth 2009 donde menciona que este  flavonoide
antioxidante y posee un efecto neuroprotector en un modelo de la enfermedad de
Parkinson en ratas mediante la evaluacién histoquimica. (96)

Asi mismo Priprem en el 2010 mediante el encapsulado de quercetina en
liposomas via nasal en ratas se observdé que aminora la degeneracion de las
neuronas y las neuronas colinérgicas en el hipocampo, reduciendo asi el estrés

oxidativo, los cuales estan relacionados a la enfermedad de Alzheimer. (97)

Se ha reportado en quinua roja y negra la presencia de betanina e isobetanina
(betalainas) siendo ligeramente de mayor contenido en la variedad negra. La
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cantidad de flavonoides es de diferencia significativa y de mayor cantidad para la
variedad negra. (91)

Reportes como el de Aguirre en el 2015 evidencian que en frutos de color rojo o
moradas que contengan antocianinas ejercerian una accion neuroprotectora
brindando beneficios para la salud mental. Su administracion frente a un evento
isquémico limita el aumento del oxido nitrico intracelular. Asi mismo la
suplementacion con antocianinas y/o proantocianinas presenta eventos
beneficiosos en modelo de Pakinson ya que ejerce una modulacién en la actividad
glial, disminuyendo el efecto antiinflamatorio. (98)

Jauregui en el 2016 evalué el efecto neuroprotector del maiz morado haciendo
referencia a sus compuestos fendlicos principalmente flavonoides y antocianinas
donde se demostré la actividad antiinflamatoria y actividad antioxidante
evidenciandose en la disminucion de la hemolisis de glébulos rojos asi como la
menor cantidad de MDA, ya que la neurodegeneracion involucra a la inflamacién y
la presencia de lipoperoxidacion esta presente enfermedades de Parkinson se
encuentra incrementado. (99)
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VI. CONCLUSIONES
6.1 Conclusiones:

e La administracién del cocimiento de hojuelas de Chenopodium quinoa
‘quinua” variedad negra a dosis administradas causé un menor nivel de

lipoperoxidacion en el tejido cerebral.

e La administracién del cocimiento de hojuelas de Chenopodium quinoa
“quinua” variedad negra aminoré el dafo en cerebro y cerebelo a nivel

histolégico.

e De la presente investigacion se infiere que el cocimiento de hojuelas de
Chenopodium quinoa “quinua” variedad negra promueve efecto
neuroprotector, en los indicadores bioquimicos (lipoperoxidacion) e
histoldgico en ratones sometidos a dafio por etanol.
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ViI. RECOMENDACIONES
7.1 Recomendaciones:

o Realizar la prueba FRAP para la capacidad antioxidante in vitro de las

hojuelas de Chenopodium quinoa “quinua” variedad negra.

e Realizar la cuantificacibn enzimatica de antioxidantes: Superéxido
dismutasa, catalasa, y otras sustancias como: glutatiéon total, glutation
reducido y glutatién oxidado.

e Realizar la determinacion bioquimica de TBARs y GS-NP a nivel de
hipocampo y cerebelo.

e Realizar las pruebas histolégicas con la técnica de impregnaciéon con

plata u oro.
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ANEXOS

Anexo 1: Flujograma de la preparacion del cocimiento de hojuelas de
Chenopodium quinoa (quinua) variedad negra

Hojuelas de
guinua negra

l 50g

Triturar

Agua Coccion
1000 mL 15 min a 802C

Ry Coccion
60g 4 min a 80°C

Maicena Coccion
10g 3 min a 80°C

l

Cocimiento de hojuelas de

quinua negra 1000 mL 5% w/w
aprox.
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Anexo 2: Flujograma del disefio experimental

.

Medio Medio Vitamina E Cocimiento Cocimiento
coloidal coloidal 15 Ul/kg de hojuelas  de hojuelas
10 mL/kg 10 ml/kg 5 mL/Kg 15 mL/Kg
30 minutos
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