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INTRODUCCION

La colitis ulcerosa provocada por Salmonella typhimurium contribuye al desarrollo
de sindrome del intestino irritable y enfermedad intestinal inflamatorio. Dentro de los
mecanismos de dafio provocados por S. typhimurim se destacan la inflamacion
sistémica, la disbiosis, que actualmente es relacionada con alteraciones a nivel de
Sistema Nervioso Central y el estrés oxidante, se ha reportado que las endotoxinas
de esta bacteria propician la generacion de especies reactivas de oxigeno. El poder
antinflamatorio, antioxidante y neuroprotector de los flavonoides ha sido
ampliamente estudiado con resultados favorables, por lo cual estudiamos si la
combinacion de 3 flavonoides citricos: Diosmina, Hesperidina y Rutina podia
potenciar este efecto terapéutico en un modelo animal de inflamacion y dafio
neuroldgico inducido por el acido 3-nitropropionico (3-NPA). Se utilizaron ratas
Wistar macho a las que se les administraron los flavonoides, un indculo de S.
typhimurium, 3-NPA o combinaciones de estos, se realizaron mediciones de
marcadores de inflamacion, de estrés oxidante, se buscaron alteraciones a nivel de
neurotransmisores y se realizd un analisis histomorfolégico del cerebro, estbmago
e intestino. Se concluye que la combinacion de estos 3 flavonoides presento efectos
antiinflamatorios y antioxidantes moderados, sin embargo, no tuvieron efecto

neuroprotector contra el &cido 3-nitropropionico.
MARCO TEORICO
Colitis Infecciosa

La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad caracterizada por la inflamacion del
intestino grueso (colon) y la apariciéon de llagas, esta enfermedad es una de las
posibles manifestaciones de la enfermedad intestinal inflamatoria (EIl) junto con la
enfermedad de Crohn y la colitis indeterminada. Existen muchos factores que
pueden causar CU como pueden ser enfermedades cronicas, trastornos en la dieta,
reacciones alérgicas e infecciones bacterianas, viricas o parasitarias, dando lugar a

lo que se denomina colitis infecciosa.



Existen una gran variedad de agentes causales de la colitis infecciosa, pero
principalmente se destacan la Shigella sp., Campylobacter sp., Escherichia coli
enterohemorragica (ECEH), Yersinia enterocolitica,l Clostridium difficile; y
Salmonella; parasitos como la Entamoeba histolytica y el Balantidium coli; virus
como el citomegalovirus (CMV), el virus de la infeccion por VIH/SIDA tipo 1y 2;y
tltimamente se evidencian casos causados por hongos (Podolsky, 1991). De
acuerdo con Navaneethan (2011) se ha observado que las infecciones por
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) 0O157: H7, Salmonella, Shigella,
Campylobacter y Entamoeba histolytica, contribuyen al desarrollo del sindrome del

intestino irritable postinfeccioso y ElI.
Salmonella typhimurium

La Salmonella typhimurium es una bacteria entérica facultativa, gramnegativa e
intracelular que infecta a varios huéspedes y puede causar una inflamacién severa
del epitelio de la mucosa intestinal, gastroenteritis y enfermedad sistémica. Entre
los mecanismos de dafio por infeccion bacteriana se ha destacado el papel del
estrés oxidante, y que un efecto potencialmente importante de las endotoxinas, es
el aumento de la produccion de intermedios reactivos de oxigeno y 6xido nitrico.
Hung y Wang (2004), asi como Hung (2005) reportan que la infeccidbn con
Salmonella typhimurium, produce estrés oxidante en el sistema gastrico con
disrupcion de la mucosa gastrica, cuyos efectos pudieron ser mitigados mediante la
administracion de antioxidantes. Aun cuando el tratamiento de eleccion para las
infecciones de origen bacteriano son los antibiéticos, los extractos de plantas han
sido utilizados para el tratamiento de la infeccion por Salmonella; por ejemplo, Fabri
y cols. (2021) reportan que la inhibicion de mediadores inflamatorios y de estrés
oxidante (malondialdehido, catalasa y metaloproteinasa) estan involucrados en los
efectos positivos de la administracion de extracto metandlico de Mitracarpus frigidus
sobre la infeccion por Salmonella. También Calderdn y cols. (2017) han demostrado
que la administracion de extracto de arnica y romero, tiene efecto sobre los
indicadores de estrés oxidante en animales infectados con Salmonella. Lo anterior

da soporte a la hipétesis de que el manejo de los mediadores inflamatorios y de



estrés oxidante mediante derivados de plantas, puede ser una estrategia para el

tratamiento de este tipo de padecimientos.
Flavonoides

Flavonoide es el término genérico con el que se identifica a una serie de metabolitos
secundarios de las plantas y frutas. La estructura basica de la que derivan los
flavonoides es la 2-fenilcromona (fig.1), también conocida como flavona. Todos los
flavonoides estan hidroxilados por lo cual se designan como polifenoles (Lopez,
2002).

O

Figura 1. Estructura basica de la 2-fenilcromona de la cual derivan los flavonoides.

Los flavonoides son los polifenoles mas abundantes presentes en la dieta humana
y se ha reportado que poseen actividad antioxidante y captadora de radicales libres.
De acuerdo con Burda (2001) aquellos que tienen un grupo hidroxilo libre en la
posicion C-3 son los que mas capacidad antioxidante exhiben y los que tienen el
grupo hidroxilo libre en la posicion C-4" tienen mayor actividad anti-radicales libres.
Su consumo se ha asociado con riesgo reducido de padecer ciertas enfermedades
cronicas tales como la aterosclerosis, cuyo efecto es atribuido a sus caracteristicas
antioxidantes y antiinflamatorias (Kris-Etherton, 2004). Los flavonoides también
exhiben actividades antimicrobianas (Cushnie, 2005). Dastidar y colaboradores
(2004) informaron que la administracion intraperitoneal de sophoraisoflavona A 1,58
mg/kg o de 3,16 mg/kg de 6,8-diprenilgenisteina, proporciond proteccion
significativa a los ratones expuestos a 9.5x108 unidades formadoras de colonias

(UFC) de Salmonella typhimurium.



Respecto de su actividad antiinflamatoria, la evidencia sugiere que los patrones
dietéticos ricos en flavonoides de origen vegetal como frutas y verduras, juegan un
papel clave en la prevencion de enfermedades a través de una accién multifactorial,
gue implica una modulacion del sistema inmune y la respuesta inflamatoria (Serafini,
2010). Se ha sugerido que los mecanismos moleculares involucrados en las
actividades antiinflamatorias de los flavonoides incluyen: inhibicion de enzimas
proinflamatorias, inhibicion del factor nuclear kB (NF-kB), activacién de la proteina
activadora-1 (AP-1) y activacion de enzimas desintoxicantes antioxidantes de fase
II. (Santangelo, 2007; Yoon, 2005; Kim, 2004). Se ha descrito también que los
flavonoides poseen actividad anti ulcerosa; de acuerdo con Farzaei y cols. (2015)
sus efectos estan mediados por la mejora de la citoproteccion, reepitelizacion,
neovascularizacion y angiogénesis, regulacion al alza de factores de crecimiento y
prostaglandinas, regulacion a la baja de factores anti-angiogénicos, potenciacion
del 6xido nitrico endotelial derivado de 6xido nitrico sintetasa, supresion del dafio
oxidante de la mucosa, amplificacién del rendimiento de la actividad antioxidante,
antidcido y anti-secretora, aumento de los agentes defensivos endégenos de la
mucosa, y el bloqueo de los cambios morfolégicos gastricos, inflamacion vy

ulceraciéon gastroduodenal.
Diosmina, Hesperidina y Rutina

La diosmina (fig. 2), hesperidina (fig. 3) y rutina (fig. 4) son 3 flavonoides con
estructura muy similar, los 3 son considerados glucésidos de la flavona. De forma

natural se encuentran principalmente en los citricos.

Figura 2. Estructura quimica de la diosmina.
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Figura 3. Estructura quimica de la hesperidina.

Figura 4. Estructura quimica de la rutina.

La diosmina (DIO) junto con la hesperidina (HSP) se utilizan para tratar la
insuficiencia venosa leve, aliviar el dolor, pesadez, hormigueo y picor en los
pacientes que sufren de varices, también se receta para el alivio de las hemorroides
(Kakkos, 2018). La combinacién de estos dos flavonoides se vende bajo el nombre
Daflon® que contiene 450 mg de DIO y 50 mg de HSP.

Existen estudios que han evaluado la utilidad de DIO y HSP para el tratamiento de
padecimientos relacionados con la actividad proinflamatoria. Berkoz (2019)
utiizando macrofagos como células blanco, mostr6 que concentraciones
especialmente altas de DIO disminuyeron la produccion de mediadores
proinflamatorios: 6xido nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2), interleucinas 6y 12,
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) asi como los niveles de acido ribonucleico
mensajero. Yeh y cols. (2007) reportaron que el tratamiento con HSP suprimio la
expresion de TNF-q, interleucinas 1 y 6, macrofagos tipo 2 (MIP-2) la proteina

quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1,) e interleucina 12 y mejoro la produccién de



interleucina 4 e interleucina 10 en lavado de pulmon de ratones retados con
lipopolisacéaridos. Crespo y cols. (1999) al evaluar la actividad antiinflamatoria
intestinal de HSP y DIO, en la etapa aguda del modelo de colitis de rata con &cido
trinitrobenceno sulfénico (TNBS), informaron que el pretratamiento con DIO (10 mg
/ kg) o HSP (10 y 25 mg/kg) redujo el dafio del colon, lo cual fue confirmado
bioquimicamente por una reduccién en la actividad mieloperoxidasa (MPO) en

comparacién con los animales no tratados.

Shalkami y cols. (2018) utilizando un modelo animal murino de colitis ulcerativa
mediante la administracion de &cido acético, reportaron que los marcadores de
inflamacion (TNF- a, ciclo-oxigenasa 2 y MPO) vy el estrés oxidante (MDA y GSH
reducido) se elevaron significativamente en asociacibn con aumentos en la
expresion de caspasa-3 de colon, y que el tratamiento con dos dosis de DIO produjo
una disminucion dependiente de la dosis en las puntuaciones del indice DAI
(disease activity index) y del dafio al colén. La administracion de DIO resulté en una
reduccion significativa de los marcadores de estrés inflamatorio y oxidante, asi como
también redujo la expresion de caspasa-3. Los autores concluyen que la terapia DIO
disminuy6 el desarrollo de CU dependiendo de su capacidad para disminuir la
inflamacion, el estrés oxidante y la apoptosis en el colon de la rata.

En cuanto a la rutina (RUT) se ha reportado que es un flavonoide con propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes y anti ulcerante. Gautam y cols. (2016) utilizando un
modelo animal de toxicidad intestinal inducido por metrotexato (MTX) demostraron
gue RUT tiene efectos antiinflamatorios y antioxidantes. La administraciéon de MTX
aumento los niveles basales de MDA, aumenté la oxidacién proteica y disminuyé
los niveles de superoxido dismutasa (SOD). Adicionalmente, los niveles de
interleucinas proinflamatorias (IL-2) se vio aumentada en el grupo intoxicado con
MTX, se reporta que en los grupos administrados con RUT estos niveles fueron

restaurados.

También, Kwon y cols. (2005) estudiaron el efecto antiinflamatorio de RUT en un
modelo animal de CU inducido por dextrano sulfato de sodio (DSS), se reporta que

la produccion de la interleucina proinflamatoria IL-1B8 se ve aumentada en el colon



de los grupos intoxicados con DSS, niveles que se ven significativamente
disminuidos con una dieta de 0.1% de RUT, de igual manera esta dieta disminuyé
el nimero de ulceras provocadas por la administracion de DSS. Ellos concluyen que
el efecto antiinflamatorio de RUT se debe a su poder para regular la produccion de
genes proinflamatorios (IL-18, IL-6, GM-CSF y iNOS).

Relacion entre la inflamacion intestinal y alteraciones en Sistema Nervioso
Central

En la actualidad existen numerosas investigaciones que destacan la relacion entre
el proceso inflamatorio en el sistema gastrointestinal y trastornos del Sistema
Nervioso Central (SNC). Se ha descrito que en la situacion de disbiosis (alteracion
de la composicion de la microbiota intestinal) se produce el desarrollo de
inflamaciones cronicas en el intestino, lo que conduce a una situacion de intestino
permeable e inflamacion crénica sistematica en el huésped. Serra y cols. (2019)
resaltan el papel de la disbiosis sobre el proceso inflamatorio intestinal crénico, y la
relacion entre este proceso y padecimientos del SNC, haciendo énfasis en que la
comunicacioén entre el intestino y el cerebro via el SNC y Sistema Nervioso Entérico,
tienen un papel de suma importancia. De acuerdo con Fung (2020) alteraciones del
SNC estan acompafiadas de complicaciones intestinales y los microorganismos que
colonizan el tracto intestinal, juegan un papel relevante en la regulacion del SNC y
la conducta del hospedero, a través de su efecto sobre el sistema inmunolégico. En
este sentido, Dopkins (2018) propone que el mecanismo a través del cual la
disbiosis contribuye al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
autoinmunes, puede estar en razén de que algunos metabolitos de los microbios,
tienen la capacidad de atravesar la barrera hemato-encefalica y ejercer su efecto
mediante la regulacion del sistema inmune y la modulacion de la respuesta

proinflamatoria.
Dafio neuroldgico inducido por el &cido 3-nitropropionico

El &cido 3-nitropropidnico (3-NPA,; fig. 5) se trata de una neurotoxina que inhibe a la
succinato deshidrogenasa, enzima esencial para la respiracion mitocondrial. En

ratas, el 3-NPA genera dafio severo en el cerebro principalmente en el cuerpo

8



estriado del cerebelo y en la corteza cerebral, generando sintomas similares a los
de la enfermedad de Huntington, por los cual se ha utilizado para general modelos
de esta enfermedad (Nony, 1999).
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Figura 5. Estructura quimica del acido 3-nitropropiénico

La enfermedad de Huntington es un padecimiento de tipo hereditario, es muy poco
frecuente sin embargo es bastante agresivo, caracterizandose por el desgaste
progresivo de las células nerviosas del cerebro lo que provoca déficit cognitivo y
motriz (Cepeda, 2018). Resulta interesante utilizar este modelo de dafio neuroldgico

para investigar el efecto neuroprotector de los flavonoides.

Uso de flavonoides citricos contra estrés oxidante e inflamacidn en cerebro

De acuerdo con Elhelaly (2019), la administracion de HSP y DIO indujo una
disminucién de la actividad de glutation peroxidasa, superoxido dismutasa y
catalasa en higado, rifion y cerebro de animales tratados con Acrilamida, también
previno la lipoperoxidacién y favorecio la concentracion y actividad de marcadores
antioxidantes. Los autores concluyen que HSP y DIO tienen potentes efectos
protectores contra el estrés oxidante, la peroxidacion de lipidos y el dafio del ADN
inducido por la toxicidad de Acrilamida en ratas. Abdel-Shalam y cols. (2012)
observaron que el tratamiento con Daflon® evitd el aumento del estrés oxidante y
la inflamacién en el cerebro y el higado de rata, asi como la disfuncion hepética
causada por la endotoxemia inducida por Acrilamida probablemente mediada por
reduccion de la expresion de la forma inducible de 6xido nitrico sintetasa y la enzima

caspasa-3 en el higado. En tanto que en el estudio realizado por Muhammad y cols.



(2019), el tratamiento con LPS elevé la expresion de mediadores inflamatorios como
el factor nuclear fosforilado-kB (p-NF-kB), el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y
la interleucina-1B y que el tratamiento con HSP redujo notablemente la expresion
de citocinas inflamatorias y atenud la generacion inducida por LPS de especies
reactivas de oxigeno / peroxidacion de lipidos (ROS / LPO). Ademas, la HSP mejor6
la integridad sindptica, la cognicion y los procesos de memoria al mejorar la proteina
de union al elemento de respuesta del AMPc fosforilado (p-CREB), la proteina de
densidad postsinaptica 95 (PSD-95) y la sintaxina. En general, su estudio sugiere
qgue la HSP confiere neuroproteccién al regular la via de sefalizacion del receptor
tipo Toll 4 (TLR4) / NF-kB contra los efectos perjudiciales del LPS. Por otra parte
Welbat y cols. (2020) demostraron que el tratamiento con Metotrexato produce
incremento de lipoperoxidacién, disminucion de los niveles de factor neurotrépico
derivado del cerebro (BDNF) y del factor nuclear relacionado con el factor eritroide
2 (Nrf2), asi como disminucion de los niveles de enzimas antioxidantes como
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa en el grupo tratado con
Metotrexato, y que el tratamiento con HSP mejoro los efectos negativos del MTX
sobre el estrés oxidante y las enzimas antioxidantes, lo que sugiere que el HSP

puede prevenir los efectos neurotéxicos al reducir el estrés oxidante.

También se ha estudiado el efecto neuroprotector de RUT. Arowoogun y cols.
(2020) estudiaron el efecto de RUT en un modelo animal de dafio cerebral inducido
por sulfato de cobre (SC), se reporta que en el grupo tratado Unicamente con SC
los niveles de malonaldehido, 6xido nitrico y mieloperoxidasa aumentaron, mientras
que los niveles de SOD vy la actividad de la catalasa se vio disminuida en el cerebro
de las ratas, el grupo coadministrado con SC y RUT presentd una mejoria en todos
los marcadores antes mencionados gracias a sus propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes. Por otro lado, el grupo de investigacion de Saafan (2023)
demostraron que la D-galactosa induce dafo oxidante en el cerebro de ratas y RUT
presentd efectos antioxidantes ya que mejord los niveles de marcadores
antioxidantes como SOD-1, glutation peroxidasa y glutation S-transferasa-a,
también RUT disminuy6 significativamente la acumulacion de B-galactosidasa.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso terapéutico de los flavonoides a nivel mundial ha sido objeto de numerosos
estudios que han encontrado resultados favorables, particularmente en algunas
patologias en donde los procesos de inflamacion y dafio oxidante estan
involucrados. Entre estas enfermedades se encuentra la Ell, una de las patologias
con mayor incidencia en México y en el mundo; Yamamoto-Furusho y cols. (2009)
analizaron la epidemiologia de la colitis ulcerosa cronica idiopéatica (CUCI) en
México de 1987 a 2006, y reportaron que la media de casos nuevos se incremento
de 28.8 en el periodo de 1987 a 1996, a 76.1 en el segundo periodo de 1997 a 2006.
En 2011 un total de 95,548 y un estimado de 1,2 millones de casos fueron
notificados, en Europa y Estados Unidos respectivamente y de acuerdo con Silva
(2014) la tasa de incidencia de CU puede variar de 0,5 a 31,5 por 100000 personas
cada afio, dependiendo de la poblacién estudiada. La busqueda de nuevas opciones
nos ha llevado a considerar a la diosmina, hesperidina y rutina como candidatos
terapéuticos para esta enfermedad. Adicionalmente, se ha visto que la CU
infecciosa a través de la disbiosis puede provocar alteraciones del Sistema Nervioso
Central (Dopkins, 2018) y se ha reportado que los flavonoides hesperidina, diosmina
y rutina cuentan con propiedades neuroprotectoras cuando se administran por
separado, se propone investigar su potencial terapéutico cuando se administran en

conjunto.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antiinflamatorio, antioxidante y neuroprotector de los flavonoides
citricos Diosmina, Hesperidina y Rutina en colon, estbmago y cerebro de ratas con
Colitis Infecciosa inducida por Salmonella typhimurium ATCC14028 y dafio

neurolégico inducido por el &cido 3-nitropropionico.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Comprobar que la cepa de Salmonella typhimurium ATCC14028 que se
utilizard para inducir la colitis infecciosa en los animales de experimentacion,

provoca inflamacion en el tejido del colon y las repercusiones al SNC.
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Medir el efecto antiinflamatorio de DIO, HSP y RUT por medio de la
cuantificacion de los niveles de interleucina IL-6 en sangre de ratas jovenes
con colitis infecciosa inducida con Salmonella typhimurium ATCC14028.
Medir el efecto antioxidante de DIO, HSP y RUT por medio de la
cuantificacion de los niveles de catalasa, GSH vy lipoperoxidacion de lipidos
en cerebro, estbmago y colén de ratas jévenes con colitis infecciosa inducida
con Salmonella typhimurium ATCC14028.

Medir las posibles alteraciones en los niveles de aminas biogénicas por
efecto del dafio cerebral.

Determinar los cambios histomorfolégicos en cerebro, estbmago y colén en
ratas jovenes con colitis infecciosa inducida con Salmonella typhimurium
ATCC14028 y &cido 3-nitropropibnico.

Metodologia

Lugar de trabajo

Este trabaj6 se realiz6 en la torre de investigacion del Instituto Nacional de Pediatria

(INP).

Animales de Experimentacién

Este protocolo animal fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) del INP con el nimero de registro 026/2022. Las

ratas de experimentacion se obtuvieron del bioterio certificado del Instituto

Politécnico Nacional, Ciudad de México.

Se utilizaron 30 ratas Wistar macho de 60 g de peso promedio, que se dividieron en

4 grupos con tratamientos diferentes:

Grupo 1.- Control (NaCl 0.9%) +Salmonella (n=7)
Grupo 2.- Flavonoides +Salmonella (n=7)

Grupo 3.- Salmonella+3-NPA (n=8)

Grupo 4.- Flavonoides+Salmonella+3-NPA (n=8)
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Las ratas se mantuvieron en el bioterio de la torre de investigacion del INP con agua
y alimento ad libitum y ciclos de luz-oscuridad de 12 h todo el tiempo de
experimentacion. El manejo de los animales fue realizado con base la norma oficial
mexicana de la secretaria de agricultura (SAGARPA NOM-062-Z00-1999) publicada
en 2001 “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los

animales de laboratorio”.

Antes de empezar con los tratamientos se les dio a las ratas un tiempo de
estabilizacion de 2 semanas en las que tuvieron acceso a agua y alimento. Los
tratamientos se realizaron de la siguiente forma: pasado el tiempo de estabilizacion
a todas las ratas se les administré con una sonda gastrica 1 mL de indculo de S.
typhimurium que equivalia a 1x10° unidades formadoras de colonias (UFC), esta
misma concentracion se volvid a administrar 7 dias después a todos los grupos.
Tanto al grupo 2 como al 4 se les administré cada 48 horas, por 15 dias, 300 mg/kg
de DIO, 33.3 mg/kg de HSP y 150 mg/kg de RUT. Al final de los 15 dias del
tratamiento con flavonoides a los grupos 3 y 4 se les administr6 acido 3-

nitropropionico (3-NPA) en una dosis de 24 mg/kg.
Sembrado, aislamiento e identificacion de S. typhimurium

Se seleccion6 una cepa de S. typhimurium no patégena para el ser humano del
cepario del INP, la cepa seleccionada fue Salmonella typhimurium ATCC14028.
Para el reacondicionamiento de la cepa se realiz6 un sembrado en medio liquido
BHI (infusion cerebro corazén) y se incubd por 24 horas a 37 °C. Posteriormente
para €l aislamiento, una alicuota del medio liquido se resembré en medio solido
selectivo para Salmonella y Shigella y se incubé por 24 horas a 37 °C. Las pruebas
bioquimicas utilizadas para la identificacion fueron Kligler, SIM y urea. Por ultimo,

se sembro6 en forma masiva una colonia aislada y correctamente identificada.
Preparacion del in6culo de S. typhimurium

Se tomd con un hisopo la totalidad de las células del sembrado masivo y se
diluyeron en una cantidad adecuada de agua destilada, una alicuota de esta dilucion

se ley6 en espectrofotometro a 450 nm, se diluy6 la muestra hasta que la densidad

13



Optica fue igual a 0.175 lo que equivale a 1x108 UFC/mL y se hizo una Gltima dilucién

para obtener un inoculo con concentracion de 1x10% UFC/mL.
Obtencidén de muestras

Una vez terminado el tiempo de tratamiento se realizé eutanasia a los 30 animales
de experimentacion por decapitacion, previamente anestesiados con pentobarbital
(50 mg/kg). Se seleccion6 al azar un animal de cada grupo para realizar perfusion

y posterior analisis histoldgico.

Al momento de la eutanasia se obtuvo de 3 a5 mL de la sangre de los animales por
el método de cardiopuncion. Dos gotas de la sangre fresca se utilizaron para medir
triglicéridos y glucosa, utilizando tiras reactivas, y una muestra de la misma sangre
se utilizé para medir hemoglobina. El resto de la sangre se deposité en tubos con
EDTA y se centrifugd a 3000 rpm por 10 minutos a 4 °C para obtener el plasma. El
plasma se separé y se guardé en tubos Eppendorf y se congeld a -20 °C hasta que

se utiliz6 para cuantificar interleucina-6 (IL-6).

También se extrajo el cerebro, estbmago e intestino de los animales, se pesaron y
en el caso del cerebro se dividié en 3 partes: corteza, cuerpo estriado y cerebelo.
Todos los tejidos se dejaron sumergidos en solucién salina isotdnica para su
conservacion a -20°C. Para la mediciobn del estrés oxidante se prepararon

homogenados de los tejidos, por separado, en 3 mL de Tris-HCI 0.05 M pH 7.4.

En el caso de los animales seleccionados para ser perfundidos se les hizo pasar
por via intracardiaca solucion salina isotonica y posteriormente paraformaldehido al
4% en buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4. Una vez terminada la perfusién se les extrajo
el cerebro, estbmago e intestino, los tejidos se dejaron sumergidos en

paraformaldehido hasta su procesamiento.
Cuantificacion de hemoglobina

Se prepararon 200 mL de una solucion que contenia 10 mg de cianuro de potasio
(KCN), 40 mg de ferricianuro de potasio (KsFe(CN)s) y 200 mg de bicarbonato de
sodio (NaHCOs3). De esta solucién se tomaron 2.5 mL y se mezclaron con 20 pL de
sangre fresca, se dejaron reposar por 20 min y se leyeron en un espectrofotdmetro
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a 540 nm, los valores de densidad Optica obtenidos se multiplicaron por el factor de

conversion (37.4) y se obtuvieron valores en g/dL.
Medicién de marcadores antiinflamatorios (IL-6)

Se empled un kit comercial de tipo ELISA de la marca OriGene. El procedimiento
se llevo a cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para obtener las
mediciones se leyd la placa en un lector de placas a 450 nm y se infirieron los

valores en una curva estandar previamente estandarizada con valores de pg/mL.
Determinacion del estrés oxidante
% Catalasa

Se empled un kit comercial de tipo ELISA de la marca Cayman Chemical. El
procedimiento se llevd a cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para
obtener las mediciones se ley6 la placa en un lector de placas a 540 nm y se
infirieron los valores en una curva estandar previamente estandarizada con valores

de uM/g tejido.
% Lipoperoxidacion (TBARS)

Se utilizé el homogenado con los tejidos en solucion buffer de Tris-HCI 0.05 M. Se
prepararon 250 mL de una solucion que contenia 1.25 g de acido tiobarbitarico
(TBA), 40 g de acido tricloroacético (TCA) y 6.25 mL de acido clorhidrico
concentrado, de esta solucién se tomaron 1.5 mL y se colocaron en tubos de
ensayo, posteriormente se agregaron 250 pL de los homogenados a temperatura
ambiente a los tubos y se incubaron por 30 min en ebullicion. Una vez transcurrido
el tiempo se dejaron enfriar los tubos a 4°C por una noche para que todas las
proteinas precipitaran. Para obtener los valores se leyd el sobrenadante en un
espectrofotometro a 532 nm y se infirieron los valores en una curva estandar

previamente estandarizada con valores de uM Malondialdehido/g tejido.
% Glutatién

Para esta medicion y todas las siguientes de este apartado se utilizaron

homogenados libre de proteina, por lo cual se les agrego a los homogenados acido
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perclérico 0.1 M, se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min y Unicamente se trabajo

con el sobrenadante

Se prepar6 el reactivo OPT que contiene 100 mg de orto-ftaldialdehido (OPT)
disueltos en 10 ml de metanol. Se prepararon 100 mL de buffer de fosfatos pH 8.0
y se mezclaron con 100 mL de EDTA disddico, se tomé de esta preparacion 1. 88
mL y se mezclaron con 20 pL de los homogenados de cerebro e intestino. Después
se agregaron 100 pL de reactivo OPT y se incubd por 15 min a temperatura
ambiente, pasado el tiempo se ley6 en espectrofluorémetro a longitud de excitacion
350 nm y de emision 420 nm. Los valores se infirieron en una curva estandar

previamente estandarizada con valores de nM/g tejido
Determinacion de niveles de GABA

Se utilizaron 200 yL de mercaptoetanol y 400 mL de buffer de acido bérico 0.02 M
pH 9.5y se mezclaron con 10 puL de los homogenados de cerebro libres de proteina.
Posteriormente se leyeron las muestras en un espectrofluorometro a 340 nm
excitacion y 440 nm emision. Los valores se infirieron en una curva estandar

previamente estandarizada con valores de nM/g tejido.
Medicion de ATPasa total

Se prepardé un medio de incubacion con los siguientes reactivos: 100 pL de buffer
Tris-HCI 0.25 M pH 7.4, 50 pL de cloruro de magnesio 30 mM, 100 uL de cloruro de
potasio 35 mM, 100 pL de cloruro de sodio 500 mM y 100 pL de ATP 24 mM. Para
cada reaccion se utilizaron 500 pL del medio de incubacion y 1 mg de tejido, los
cuales se depositaron en tubos de ensayo y se dejaron incubar por 30 min a 37°C,
una vez terminado el tiempo se detuvo la reaccion con TCA al 10%, se dejé

sedimentar la proteina y se separo el sobrenadante.

Para medir la concentracion de fésforo inorganico generado se preparé una solucién
0.25 M de acido sulfarico 98%, una solucion de molibdato de amonio al 5% y una
solucion reductora que contiene 0.5 g de acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico, 195 mL
de bisulfito de sodio anhidro al 15% y 5 mL de sulfito de sodio anhidro al 20%. Para
cada tubo se utilizaron 4.1 mL de la solucion de &cido sulfarico, 0.2 mL de la solucion
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de molibdato de amonio, 0.2 mL de la solucion reductora y 0.5 mL del medio de
incubacion libre de proteinas, esta mezcla se dejo incubar a 37°C por 30 min. La
reaccion genero un color azul que se leyd en un espectrofotometro a 660 nm. Los
valores se infirieron en una curva estandar previamente estandarizada con valores
de mg de fosforo. La actividad de la enzima se reporté en valores de nM Pil/g

tejido/min.
Medicién de Dopamina

Se prepararon 250 ml de un buffer con las siguientes concentraciones finales: acido
citrico 0.03 M, acido ascorbico 0.001 M, acido octanosulfénico 0.003 M y fosfato
diacido de potasio 0.035 M. De este buffer se tomaron 1.4 mL, por muestra, y se
mezclaron con 200 pL del homogenado libre de proteina. Las lecturas se realizaron
en espectrofluorémetro con longitud de excitacién de 282 nm y longitud de emisién
de 315 nm. Los valores se infirieron en una curva estandar previamente

estandarizada con valores de nM/g tejido.
Medicion de Acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA)

Se prepararon 200 mL de buffer de acetato de sodio 10 mM con pH 5.5. Por muestra
se utilizaron 1.4 mL del buffer de acetatos y 200 pL de homogenado libre de
proteinas. Las lecturas se realizaron en espectrofluorometro con longitud de
excitacion de 296 nm y longitud de emisién de 333 nm. Los valores se infirieron en

una curva estandar previamente estandarizada con valores de mM/g tejido.
Todas las mediciones previamente descritas fueron realizadas por triplicado.
Anélisis estadistico

Para la estadistica de inferencia se realiz6 una comparacién de grupos por medio
de una ANOVA de una via, se comprob6 la homogeneidad de varianzas y como
prueba pos-hoc se utilizé Tuckey cuando existia una distribucion normal y cuando
no se cumplio se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis. Se

consideraron estadisticamente significativos los valores de p<0.05.

Evaluacion histomorfoldgica
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Los tejidos preservados en paraformaldehido se descongelaron, lavaron con agua
corriente para eliminar el paraformaldehido, se deshidrataron con soluciones de
alcohol a distintos porcentajes de concentracién y se aclararon con xileno con la
finalidad de embeberlos en parafina. Posteriormente se realizaron cortes de 5 um
de grosor en microtomo, dichos cortes se montaron en cubreobjetos usando bafio

de gelatina y por ultimo se les realiz6 una tincion con Hematoxilina-Eosina.
< Tincion con Hematoxilina-Eosina
Preparaciéon de hematoxilina

En un matraz Erlenmeyer se colocaron 730 mL de agua destilada y se mantuvieron
en agitacion, posteriormente se agregaron 250 mL de etilenglicol y se solubilizaron
por 5 min, después se afiadieron 2 g de hematoxilina anhidra y se disolvio por 5 min,
al término de este paso se agregaron 0.2 g de yodato de sodio y se agité por 5 min,
se agregaron 17.6 g de sulfato de aluminio y se dej6 agitando por 40 min, por ultimo
se agregaron 2 mL de &cido acético glacial y se dejo agitando la solucién por 10 min

mas. La solucion resultante se filtré y se almacend en un frasco ambar.
Preparacion de Eosina

Se prepar6 una solucién al 1% de floxina y otra al 1% de eosina, de la primera se
tomaron 5 mL y de la segunda 50 mL y se mezclaron, después se agregaron 2 mL
de acido acético glacial y por ultimo se le agregaron a la solucién 390 mL de etanol
al 96%.

Proceso de tincién

Los cortes colocados en portaobjetos se sumergieron en distintas soluciones. En
primer lugar se sumergieron en xileno por 2 horas para desparafinar los cortes,
después se hidrataron los tejidos con una serie de soluciones de alcohol a distintos
porcentajes de concentracion (alcohol-xilol por 15 min, alcohol absoluto por 30 min
y alcohol al 96% por 30 min), enseguida se sumergieron en Hematoxilina por 10 min
y Se enjuagaron con agua corriente para quitar el exceso del colorante,
posteriormente se realizaron 20 inmersiones en un recipiente con Eosina y se

deshidrataron los tejidos con las misma serie de alcoholes pero en sentido opuesto
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(5 inmersiones por cada concentracion de alcohol), por ultimo se aclaré con xileno,
en esta solucién se mantuvieron los cortes por minimo 10 minutos y hasta que se
les colocé el cubreobjetos. Una vez colocado el cubreobjetos se dejan secar las

laminillas por un dia.
< Analisis histoldgico

Las laminillas se observaron con ayuda de un microscopio de estereologia y se
tomaron fotos a 10, 20 y 40x. Se evaluaron pardmetros como tamafio celular,
coloracion, integridad de las células y dafio estructural. Con el programa PowerPoint

2016 se colocaron flechas indicando los dafnos.
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RESULTADOS
Determinacion de IL-6, triglicéridos, glucosa y hemoglobina

En la tabla 1 se muestran los niveles en sangre de Interleucina-6 (IL-6), triglicéridos, glucosa y hemoglobina de las ratas
tratadas con Flavonoides+Salmonella+3-NPA, se observa que le tratamiento generd un descenso en los niveles de IL-6

en comparacion con el grupo control (p=0.009).

Tabla 1. Cuantificacién de interleucina 6, triglicéridos, glucosa y hemoglobina en sangre de rata

Tratamiento Interleucina-6 (pg/mL) Triglicéridos (g/dL) Glucosa (g/dL) Hemoglobina (g/dL)
Ctrl+Salmonella 563.139+50.717 108.16719.663 171.667+6.947 25.304+1.703
Flavonoides+Salmonella 525.778+59.428 101.667+8.140 193.667142.302 24.298+3.611
Salmonella+3-NPA 515.560+72.795 102.143+£10.699 173.143+£35.536 21.127+5.050
Flavonoides+Salmonella+3-NPA 439.131478.893** 112.857+17.677 156.286+16.810 25.2651£3.566

**Interleucina-6: Flavonoides+Salmonella+3-NPA vs Ctrl+Salmonella p=0.009.
Triglicéridos, Glucosa y Hemoglobina p= no significativo (N.S.)

Determinacion del estrés oxidante
< Catalasa

Los niveles de catalasa en cerebro, estbmago e intestino de rata se muestran en la tabla 2. Los resultados muestran que
los niveles de actividad de la catalasa disminuyen significativamente en la corteza de las ratas tratadas tanto con
Flavonoides+Salmonella como en las tratadas con Flavonoides+Salmonella+3-NPA (p=0.009). En el caso del cerebelo

también hay menor actividad en las ratas Ctrl+Salmonella y en las tratadas con Flavonoides+Salmonella (p=0.002).
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Tabla 2. Determinacién de actividad de la enzima catalasa en cerebro, intestino y estbmago de rata

Catalasa (uM/g tejido)

Tratamiento Corteza Cuerpo Estriado Cerebelo Intestino Estdmago
Ctrl+Salmonella 0.071+0.008 0.052+0.005 0.063+0.015** 133.771+61.516 15.398+5.487
Flavonoides+Salmonella 0.042+0.011** 0.050+0.003 0.067+0.010** 125.192+42.251 14.011+7.894
Salmonella+3-NPA 0.050+0.029 0.056+0.007 0.074+0.013 146.152+45.656 10.890+5.979
Flavonoides+Salmonella+3-NPA  0.038+0.004** 0.049+0.008 0.090+0.007 197.394186.154 16.853+7.219

R0
%

**Corteza: Flavonoides+Salmonella y Flavonoides+Salmonella+3-NPA vs Ctrl+Salmonella p=0.009.
**Cerebelo: Ctrl+Salmonella y Flavonoides+Salmonella vs Flavonoides+Salmonella+3-NPA p=0.002.
Cuerpo Estriado, Intestino y Estdmago p=N.S.

Lipoperoxidacion

Los niveles de peroxidacion de lipidos se muestran en la tabla 3, donde se observa que el tratamiento con

Flavonoides+Salmonella+3-NPA disminuy® la lipoperoxidacion en cerebelo en comparacion con el grupo control (p=0.043).

Tabla 3. Determinacién de lipoperoxidacion en cerebro, intestino y estbmago de rata

TBARS (1M Malondialdehido/g tejido)

Tratamiento Corteza Cuerpo Estriado Cerebelo Intestino Estdmago
Ctrl+Salmonella 0.313+0.032 0.504+0.078 0.426+0.046 0.259+0.127 0.296+0.087
Flavonoides+Salmonella 0.326+0.024 0.469+0.089 0.388+0.101 0.27940.079 0.253+0.159
Salmonella+3-NPA 0.348+0.047 0.466+0.057 0.402+0.082 0.207+0.052 0.177+0.053
Flavonoides+Salmonella+3-NPA  0.311+0.036 0.452+0.143 0.32710.044* 0.299+0.056 0.218+0.068

*Cerebelo: Flavonoides+Salmonella+3-NPA vs Ctrl+Salmonella p=0.043.
Corteza, Cuerpo Estriado, Intestino y Estbmago p=N.S.
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< Glutation

Los resultados de la tabla 4 muestras que los distintos tratamientos no modificaron los niveles de glutation de cerebro ni

de intestino.

Tabla 4. Cuantificacion de glutation en cerebro e intestino de rata

GSH (nM/g tejido)

Tratamiento Corteza Cuerpo Estriado Cerebelo Intestino
Ctrl+Salmonella 3.257+0.508 4.518+0.564 3.327+0.307 6.140£3.230
Flavonoides+Salmonella 2.732+0.500 4.285+0.588 2.99910.332 5.171+£1.108
Salmonella+3-NPA 2.825+0.257 4.158+0.412 3.054+0.433 4.931+1.064
Flavonoides+Salmonella+3-NPA 2.953+0.435 3.984+0.438 3.068+0.490 4.787+0.939

Corteza, Cuerpo Estriado, Cerebelo e Intestino p=N.S

Cuantificacion de GABA

Los niveles de GABA (tabla 5) disminuyeron significativamente en el cerebelo de ratas tratadas con
Flavonoides+Salmonella+3-NPA en comparacion con los demas grupos (p<0.001).

Tabla 5. Cuantificacion de GABA en cerebro de rata

GABA (nM/g tejido)

Tratamiento Corteza Cuerpo Estriado Cerebelo
Ctrl+Salmonella 1.549+0.420 3.394+£0.716 5.173+0.595**
Flavonoides+Salmonella 1.921+0.340 1.901+0.912 5.039+0.838**
Salmonella+3-NPA 2.103+0.879 2.777£1.034 5.095+£0.533**
Flavonoides+Salmonella+3-NPA 1.71840.396 3.665+1.662 2.778%1.240

**Cerebelo: Ctrl+Salmonella, Flavonoides+Salmonella y Salmonella+3-NPA vs Flavonoides+Salmonella+3-NPA p<0.001.
Corteza y Cuerpo Estriado p=N.S.
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Determinacion de la actividad de ATPasa total

La tabla 6 nos muestra la actividad de la enzima ATPasa. Los datos muestran un aumento en la actividad de ATPasa en

cerebelo de ratas tratadas con Salmonella+3-NPA y con Flavonoides+Salmonella+3-NPA comparado contra el grupo

control (p=0.013).

Tabla 6. Determinacién de la actividad de la enzima ATPasa en cerebro, intestino y estbmago de rata

ATPasa (nM Pi/g tejido/min)

Tratamiento Corteza

Cuerpo Estriado Cerebelo Intestino

Estédmago

Ctrl+Salmonella 63.309+26.921

131.887+20.278 66.688+12.325 271.035166.254

35.989+14.916

Flavonoides+Salmonella 63.144+14.735

134.159+19.906 86.771+£49.468 276.400+98.270

34.663+£11.063

Salmonella+3-NPA 63.039+14.984

114.748+39.755 130.026+52.348* 289.010+65.284

32.681+£12.034

Flavonoides+Salmonella+3-NPA 74.706+8.851

133.004+38.464 124.032+50.559* 291.938+104.292

43.046116.662

*Cerebelo: Salmonella+3-NPA and Flavonoides+Salmonella+3-NPA vs Ctrl+Salmonella p=0.013.

Corteza, Cuerpo Estriado, Intestino y Estémago p=N.S.

Determinacion de niveles de dopamina

Los resultados de tabla 7 muestran los niveles de dopamina en cerebro. Los datos sugieren que en las ratas tratadas con

Salmonella+3-NPA los niveles de dopamina disminuyeron en comparacion con los niveles del grupo control (p=0.012).

Tabla 7. Cuantificacién de dopamina en cerebro de rata

Dopamina (nM/g tejido)

Tratamiento

Corteza

Cuerpo Estriado

Cerebelo

Ctrl+Salmonella

28.929+4.077

38.606+4.501

48.793+4.571

Flavonoides+Salmonella

25.606+6.871

38.201+6.012

46.281+4.655

Salmonella+3-NPA

21.742+3.210*

36.296+4.053

44.951+5.069

Flavonoides+Salmonella+3-NPA

26.742+3.292

39.042+11.633

44.376+4.979

Corteza: Salmonella+3-NPA vs Ctrl+Salmonella *p = 0.012.
Cuerpo Estriado y Cerebelo p=N.S.
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Determinacién de niveles de acido hidroxindolacético

Los niveles de 5-HIAA en cerebro de rata mostrados en la tabla 8 no se vieron modificados por ninguno de los tratamientos

en ninguna de las regiones estudiadas.

Tabla 8. Cuantificaciéon de acido hidroxindolacético en cerebro de rata

5-HIAA (mM/g tejido)

Tratamiento Corteza Cuerpo Estriado Cerebelo
Ctrl+Salmonella 1.356+0.299 1.816+0.380 1.759+0.223
Flavonoides+Salmonella 1.299+0.099 1.73840.232 1.875+0.134
Salmonella+3-NPA 1.099+0.142 1.819+0.312 1.854+0.228
Flavonoides+Salmonella+3-NPA 1.264+0.200 1.909+0.144 1.869+0.199

Corteza, Cuerpo Estriado y Cerebelo p=N.S.
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Analisis histomorfolégico

En esta seccion se muestran las microfotografias obtenidas (fig. 6-10), separadas por
region. Para comparar mas facilmente se colocaron en cada figura 4 imagenes, cada una
correspondiendo a un grupo de experimentacién, diferenciadas por un nimero romano.
Las imagenes con el namero | corresponden al grupo Ctrl+Salmonella; las que tienen el
namero Il corresponden al grupo Flavonoides+Salmonella; las que tienen el nimero lli
corresponden al grupo Salmonella+3-NPA y finalmente las que tienen el niumero IV
corresponden al grupo Flavonoides+Salmonella+3-NPA. Se utilizé una escala cualitativa

de 3 niveles (ligero, moderado y severo) para definir el nivel de dafio.
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Corteza

Figura 6. En las microfotografias (aumento 40X) se presentan las imagenes de la corteza cerebral de ratas

expuestas a Salmonella typhimurium o Salmonella typhimurium+3-NPA vy tratadas con flavonoides
(Gnicamente grupos Il y IV). En las flechas A, se muestran células con una citoarquitectura normal, donde
se aprecia perfectamente el nucleo, el nucléolo y cromatina fina. Mientras que en las flechas B se muestran
células anormales, picnoticas, reducidas en tamafio, acidofilas y fusiformes y otras en proceso de
degeneracion que presentan cromatina condensada, alternada con células normales conservadas. El dafio

observado en cada micrografia es: | dafio severo; Il dafio ligero; 11l dafio moderado y IV dafio moderado.
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Cuerpo Estriado

Figura 7. En las microfotografias (aumento 40X) de cuerpo estriado expuestas a Salmonella typhimurium
0 Salmonella typhimurium+3-NPA y tratadas con flavonoides (Unicamente grupos Il y 1V) se encontraron
alteraciones muy similares a las de la corteza. En las flechas A, se muestran células con una
citoarquitectura normal, donde se aprecia perfectamente el nicleo, el nucléolo y cromatina fina. Mientras
que en las flechas B se muestran células anormales, picnéticas, reducidas en tamafio, acidéfilas y
fusiformes y otras en proceso de degeneracién que presentan cromatina condensada, alternada con células
normales conservadas. El dafio observado en cada micrografia es: | dafio severo; Il dafio moderado; Ill
dafio ligero y 1V dafio severo.
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Cerebelo

Figura 8. En las microfotografias (aumento 40X) de cerebelo de ratas expuestas a Salmonella typhimurium

0 Salmonella typhimurium+3-NPA y tratadas con flavonoides (Unicamente grupos Il y 1V) se encontraron
las mismas alteraciones que en corteza y hemisferios; en las flechas A, se muestran células con una
citoarquitectura normal, donde se aprecia perfectamente el nicleo, el nucléolo y cromatina fina. Mientras
que en las flechas B se muestran células anormales, picnéticas, reducidas en tamafio, acidéfilas y
fusiformes y otras en proceso de degeneracién que presentan cromatina condensada, alternada con células
normales conservadas. El dafio observado en cada micrografia es: | dafio severo; Il dafio moderado; Ill
dafio ligero y IV dafio moderado.
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Intestino

Figura 9. En ninguna de las microfotografias (aumento 20X) de intestino de ratas expuestas a Salmonella
typhimurium o Salmonella typhimurium+3-NPA vy tratadas con flavonoides (Gnicamente grupos Il y IV) se
encontraron alteraciones estructurales. Las tres capas: muscular, mucosa y submucosa conservan una
citoarquitectura normal y sana.
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Estomago

Figura 10. En las microfotografias (aumento 20X) de estébmago de ratas expuestas a Salmonella
typhimurium o Salmonella typhimurium+3-NPA y tratadas con flavonoides (Gnicamente grupos Il y 1V) no
se encontraron alteraciones estructurales en ninguna de sus capas. Las capas muscular, mucosa y

submucosa conservan una citoarquitectura normal y sana.
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Discusion

La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad idiopatica que provoca inflamacion
cronica de la mucosa del colon, esta enfermedad suele empezar en el recto y se
extiende por todo el colon, provocando a nivel histolégico deformacion de la
citoarquitectura de las criptas del colon, ademas de presentarse abscesos y ulceras
(Ordés, 2012). En la figura 9 se puede observar que no hubo alteracion en la
arquitectura de las criptas, las vellosidades se observan sanas, sin deformaciones
ni dafos, esto puede ser un indicio de que la administracién de 1x10°% UFC de S.
typhimurium ATCC14028 no provocé CU en las ratas. Silva-Oliveira y col. (2021)
indujeron exitosamente CU a ratas Wistar administrando un inoculo de 1x108 UFC
de S. typhimurium ATCC14028, en el analisis histomorfoldégico encontraron
inflamacion y dafio moderado. El fracaso en provocar CU podria explicar porque el
grupo Ctrl+Salmonella y el grupo Flavonoides+Salmonella no presentaron

diferencias significativas en ninguno de los marcadores evaluados en este estudio.

Por otro lado, en los grupos tratados con 3-NPA se observo estrés oxidante y dafio
cerebral mayor al de los grupos solo tratados con Salmonella. En este caso la
combinacion de flavonoides que estudiamos si presentd moderado efecto

antiinflamatorio y antioxidante, aunque no neuroprotector.

El proceso de inflamacion es mediado por la activacion de interleucinas
proinflamatorias como la IL-6, se observO que el grupo tratado con
flavonoides+Salmonella+3-NPA presentd niveles mas bajos de esta interleucina en
comparacion con el grupo tratado con Salmonella y 3-NPA, lo que indica un efecto
antiinflamatorio por parte de los flavonoides, estos resultados coinciden con los
encontrados por Berkos (2019) quien reporta que DIO tiene efectos antiinflamatorios
ya que logré suprimir diversos mediadores proinflamatorios entre ellos la

interleucina 6y 12.

El estrés oxidante se refiere a un estado donde en el cuerpo humano hay una
cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS) que la defensa antioxidante del
sistema no puede controlar, desencadenando dafio celular y de tejidos. En la
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investigacion presente se encontré que la administracion de flavonoides citricos
ayuddé a mitigar el dafio oxidante provocado por la infeccion de Salmonella
typhimurium. La actividad de la enzima catalasa disminuyé en la corteza cerebral
de las ratas tratadas con flavonoides, también la actividad de catalasa fue menor en
el cerebelo de las ratas que no fueron administradas con 3-NPA, esto concuerda
con lo reportado por Mascaraque (2014) quien reporta que RUT tuvo un efecto
protector contra ROS. Por otro lado, la lipoperoxidacion en cerebelo del grupo
Flavonoides+Salmonella+3-NPA fue significativamente menor que el del grupo
control como consecuencia de que las especies reactivas de oxigeno son el evento

principal en la toxicidad con 3-NPA (Mandavilli, 2005).

El aumento en la actividad de ATPasa en cerebelo en los grupos administrados con
3-NPA se puede deber a un cambio en la afinidad de la enzima (Hoskins,1985) o
puede tener relacion con lo que reportan Naziroglu y col. (2008) que sugieren que
la actividad de la Ca?*-ATPasa aumenta en modelos de toxicidad cerebral.

En laregién de la corteza se observaron niveles méas bajos de dopamina en las ratas
tratadas con Salmonella+3-NPA contra el grupo control y que estos niveles se
recuperan en el grupo tratado con flavonoides. Existe evidencia de que el
metabolismo de la dopamina por la enzima monoamina oxidasa puede contribuir a
dafio en la region del cuerpo estriado en modelos animales de Huntington (Smith,
2005).

En el analisis histomorfolégico se encontr6 que los grupos tratados con
flavonoides+Salmonella tuvieron un dafio menor a los tratados Unicamente con
Salmonella en corteza, cuerpo estriado y cerebelo. Por otra parte, en los grupos
tratados con flavoniodes+Salmonella+3-NPA no se observO mejoria en ninguna

region cerebral.

Se recomienda seguir explorando el poder antioxidante y antiinflamatorio de los
flavonoides citricos, en especial RUT sobre distintos modelos de infeccion bacteria,

inflamacion sistémica y neurotoxicidad.

Conclusiones
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La combinacion de los flavonoides citricos diosmina, hesperidina y rutina tuvo un
moderado poder antioxidante y antiinflamatorio ante el estrés oxidante e inflamacién
sistémica provocada por la infeccion de S. typhimurium, sin embargo, no se observo

efecto neuroprotector ante la administracion de 3-NPA.
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