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Articulo Original

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

EFECTO PROTECTOR DE Helianthus annuus (GIRASOL) SOBRE EL
INFARTO DE MIOCARDIO EN CONEJOS NUEVA ZELANDA

Edith Guardia-Espinoza'22, Gianina Liseth del Carmen Herrera-Hurtado'22, Saul Garrido-Jacobi®®,

Danitza Cardenas-Peralta'?2, Christian Martinez-Romero'?, Pedro Hernénd’ez-Figueroa”,
Mary Condori-Calizaya'?, Juan La Barrera-Llacchua'?, Miguel Flores-Angeles'?

RESUMEN

Objetivos. Determinar el efecto protector del aceite de Helianthus annuus (Girasol) sobre el infarto de miocardio inducido con
epinefrina en conejos Nueva Zelanda. Materiales y métodos. Los conejos fueron asignados aleatoriamente en cinco grupos
(n= 8 por grupo): blanco, control negativo, experimental 1 (10 mg/kg), experimental 2 (20 mg/kg) y experimental 3 (40 mg/kg).
Los grupos experimentales 1, 2 y 3 recibieron aceite de Helianthus annuus durante dos semanas. La epinefrina (2 mg/Kg)
se administré a los grupos control negativo, experimentales 1, 2 y 3 durante dos dias consecutivos con un intervalo de 24 h
después del pretratamiento con aceite. Veinticuatro horas después de la ultima administracién, los conejos fueron anestesiados
y sacrificados. Se evaluaron los niveles séricos de troponina | y nimero de polimorfonucleares por pm?. Resultados. Se
encontrd diferencia significativa entre el grupo control negativo y los grupos experimentales 1, 2 y 3 en los variables niveles
séricos de troponina | y nimero de polimorfonucleares por pm?2. Conclusiones: El aceite de Helianthus annuus a dosis de 20
mg/kg tiene efecto protector sobre el infarto de miocardio inducido con epinefrina en conejos Nueva Zelanda.

Palabras clave: Infarto del miocardio; Helianthus annuus; Epinefrina (fuente: DeCS BIREME).

PROTECTIVE EFFECT OF Helianthus annuus (SUNFLOWER) ON
MYOCARDIAL INFARCTION IN NEW ZEALAND RABBIT

ABSTRACT

Objectives. Determine the protective effect of oil Helianthus annuus (Sunflower) on myocardial infarction induced by
epinephrine in New Zealand rabbits. Materials and methods. The rabbits were randomized into five groups (8 per
group): blank, negative control, experimental 1 (10 mg / kg), experimental 2 (20 mg / kg) and three experimental (40 mg/
kg). Experimental groups 1, 2 and 3 received Helianthus annuus oil for two weeks. Epinephrine (2 mg/Kg) to the negative,
Experimental Control 1, 2 and 3 groups was given over two consecutive days with an interval of 24 h after pretreatment
with oil. Twenty four hours after the last administration, the rabbits were anesthetized and sacrificed. Serum troponin | and
polymorphonuclear evaluated by .mu.m.sup.2. Results. Significant difference between the negative control group and
the experimental groups 1, 2 and 3 was found in the serum variables troponin | and polymorphonuclear by .mu.m.sup.2.
Conclusions. Helianthus annuus oil at doses of 20 mg/kg has protective effect on myocardial infarction induced by
epinephrine in New Zealand rabbits.

Key words: Myocardial infarction; Helianthus annuus; Epinephrine (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

El infarto de miocardio agudo (IMA) es un proceso donde
el tejido afectado experimenta una disminucién grave y
prolongada del suministro de oxigeno, ocasionada por un
trombo que ocluye la arteria coronaria lo cual genera una

interrupcion o deficiencia del flujo sanguineo, originando una
isquemiay necrosis tisular (", Seguin la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), las enfermedades cardiovasculares
(ECV) son una de las principales causas de muerte en el
mundo. En América Latina y el Caribe, las ECV representan
el 31% de todas las defunciones @. En el Pert, son
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consideradas la cuarta causa de mortalidad, segun cifras del
Ministerio de Salud ©@. Actualmente, el tratamiento del IMA
consiste en la administracion de farmacos con propiedades
anticoagulantes, tromboliticas y analgésicas, acomparadas
de sus efectos perjudiciales o secundarios, lo que impulsaria
ala busqueda de alternativas terapéuticas complementarias
con menor riesgo en la salud del paciente .

Esta descrito que en la naturaleza existen aceites
naturales que pueden ser empleados como agentes
cardioprotectores, tal es el caso del aceite de sésamo,
derivado de la planta Sesamum indicum L, cuyo principio
activo es el sesamol, que gracias a sus propiedades
naturales tiene un efecto protector en el infarto de miocardio
®. Deigual forma, el consumo en la dieta del aceite de palma
roja, derivado de la planta Elaeis guineensis, ocasiona una
mejora en la recuperacion funcional miocardica ©).

Se sabe que los acidos grasos polinsaturados (AG)
poseen actividad antiinflamatoria que suprime la activacién
aterogénica de las células endoteliales @ e inhiben
la produccion de moléculas de adhesion leucocitaria,
quimiocinas, interleuquinas y mediadores quimicos que
propagan el proceso ateroesclerético ®. Uno de estos AG
es el acido linoleico (omega 6), que al consumirse en la
dieta actia en las vias metabolicas antiinflamatorias no
relacionadas con las cicloxigenasas logrando asi proteccién
frente a la isquemia miocardica ©. Otros estudios, en
contraste, sefialan que el efecto cardioprotector del acido
linoleico esta mediado por la inhibiciéon de la infiltracion de
neutrdfilos hacia el miocardio (9.

La semilla de Helianthus annuus (Girasol), una planta
herbacea perteneciente a la familia Asteraceae, género
Helianthus, tiene una composicién rica en AG (62%),
acidos grasos monoinsaturados (26%) y acidos grasos
saturados (12%), ademas, contiene vitamina E (500
ppm). Los AG poliinsaturados predominantes en la
semilla de Helianthus annuus son el omega 6 y omega
3 (", Queda entonces la pregunta que si cumple con las
propiedades cardioprotectoras de estos acidos grasos.
Es por ello que el objetivo del presente estudio es
determinar el efecto protector del aceite de las semillas
del Helianthus annuus en el infarto de miocardio inducido
con epinefrina en conejos Nueva Zelanda.

MATERIALES Y METODOS
DISENO DE LA INVESTIGACION
Estudio experimental llevado a cabo en el Bioterio de la

Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos. Para el cual se utilizaron 40 conejos

machos de raza Nueva Zelanda, con peso promedio de
2,47 + 0,18 kg, su edad aproximada era de 180 dias,
procedentes de la Universidad Agraria La Molina (Lima,
Peru). Cuyo tejido cardiaco es similar al ser humano, en
el sentido que presenta una escasa circulacién coronaria
colateral en condiciones fisiolégicas y bajos niveles de
xantino oxidasa (2.

Previo al inicio del modelo experimental los conejos
recibieron un acondicionamiento 48 h, para el cual
se consider6 una temperatura de 18 a 22 °C y ciclos
de doce horas luz/oscuridad. La alimentacion de los
animales de experimentacién consistio en 180 g de
alimento balanceado, el cual se efectuaba dos veces al
dia (30-40% del consumo en la mafiana y 70-60% en la
tarde) ® y agua ad libitum.

MATERIAL FITOQUIMICO

Las semillas de Helianthus annuus se obtuvieron
en un centro especializado de Lima; la clasificaciéon
taxonomica fue realizada en el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (UNMSM) con numero de constancia N 176-
USM-2011. La preparacion del aceite de las semillas de
Helianthus annuus se realiz6 durante cuatro semanas en
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la (UNMSM).
La obtencion del aceite de Helianthus annuus consté de
las siguientes etapas:

Seleccion y trituracion: se seleccioné las mejores
semillas de Helianthus annuus para asegurar la calidad
del aceite, luego estas semillas fueron trituradas con un
mortero y un pilén.

Maceracion: se uso6 80 g de semilla triturada que fueron
colocadas en un frasco ambar de 1L de capacidad y se
le agregd 400 mL de diclorometano (este solvente tiene
como funcién extraer los compuestos apolares de la
semilla), el frasco fue herméticamente cerrado por cinco
dias. Cada 24 h se agit6 el frasco durante 5 min para
asegurar el contacto de las semillas trituradas con el
diclorometano y asi lograr la uniformidad y eficacia de
la maceracion.

Filtracion, obtencion del aceite y conservacion: el
macerado obtenido se filtr6 a través de un embudo y
una gasa, el filtrado se llevo a la estufa durante 9 h
a una temperatura de 45 °C, para que se evapore el
diclorometano. Se obtuvo 10 g de mezcla oleosa, la cual
se refrigerd a 10 °C por 12 h, luego se mezclé con 40 mL
de éter etilico y se filtré la mezcla con un papel filtro grado
589/3: 2 ym, para eliminar las impurezas. El filtrado se
llevd a una estufa a 45 °C por 4 h para la eliminacion del
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éter etilico, al final se obtuvo 8 g de aceite cuya densidad
relativa es de 0,9130 a 0,9190 g/mL a una concentracién
de 2,5 mg/mL. Para la conservacion se mantuvo en un
frasco de color ambar a 10 °C.

Material quimico: la induccién del infarto de miocardio
en conejos Nueva Zelanda fue dada por epinefrina, se
uso el factor descrito por Reagan-Shaw, a una dosis
ideal para conejos (4%, Posteriormente, para la etapa
de sacrificio se uso el anestésico tiopental sddico a una
dosis de 30 mg/kg/peso corporal.

Disefo experimental: se realiz6é un estudio experimental
incompleto, los conejos fueron asignados aleatoriamente
en cinco grupos: blanco, control negativo, experimental
1,2y 3. En el grupo blanco no se le realizé intervencion
alguna. Durante dos semanas se suministrd suero
fisioldgico al grupo control negativo, en tanto que a los
grupos experimental 1, 2 y 3, se les suministr6 el aceite
de Helianthus annuus en las dosis 10, 20 y 40 mg/kg/
peso corporal respectivamente; en todos los casos la
administracion fue por via oral segun las indicaciones del
INS (¥, para la cual se empleo jeringas de tuberculinas
sin aguja. Los volumenes que se administraron por via
oral fueron calculados de acuerdo al peso de cada uno
de los conejos (peso promedio de 2,47 + 0,18 kg), con la
solucion del aceite a una concentracion de 2,5 mg/mL.

Durante la tercera semana se procedié a la induccion
del infarto de miocardio a los grupos control negativo,
experimental 1, 2 y 3; en los dias 15 y 16 se les
suministré epinefrina via subcutanea a la dosis de 2 mg/
kg/peso corporal. El dia 17 se procedio a la obtencion
de las muestras sanguineas y tisulares; para el sacrificio
se empleo el anestésico tiopental sédico a una dosis de
30 mg/kg de peso corporal por via endovenosa. Tras lo
cual se procedi6 a la apertura de la cavidad toracica de
los conejos, para luego realizar una puncion en la vena
cava inferior para la obtencion de la muestra sanguinea,
y finalmente proceder a la extraccion del corazon, el
cual fue conservado y trasladado en formol al 10 %. El
estudio histopatologico comprendié la preparacion de
las laminas, que se llevé a cabo en el Departamento
de Patologia Clinica y Anatomia Patoldgica del Hospital
Santa Rosa, incluyé la tincion con hematoxilina-eosina;
la lectura de estas laminas se llevo a cabo en el Instituto
Nacional de Salud.

RECOLECCION DE SANGRE
Antes de la extraccion del corazén se obtuvieron 5
mL de sangre mediante una puncion realizada en la

vena cava inferior de cada uno de los animales, para
la recoleccion de la muestra de sangre se utilizé tubos
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heparinizados y se homogeniz6 mediante agitacion
constante. Asimismo, se procedié a centrifugar durante
15 min a 2,27 g. Luego, se extrajo el plasma y se
deposité en tubos numerados correlativamente segin
los grupos distribuidos.

MEDICION DEL INFARTO DE MIOCARDIO

La determinacién del infarto de miocardio se evalud a
través de pruebas bioquimicas e histopatoldgicas. Las
pruebas bioquimicas comprendieron la medicion de los
niveles séricos de la proteina troponina |, la cual es el
marcador de eleccidon para el diagnostico del infarto
agudo de miocardio ya que aparece rapidamente
después del accidente coronario, se mantiene por mucho
tiempo en la circulacion y es especifica del musculo
cardiaco (a diferencia de la troponina T que puede ser
expresada en otros tejidos musculares) (®; se fijaron
los valores normales de troponina | en 0,5 ng/mL en
sangre periférica (', de igual forma, se midié el nimero
de polimorfonucleares por um?. El analisis de troponina |
fue realizado en el Departamento de Patologia Clinica y
Anatomia Patolégica del Hospital Nacional Dos de Mayo.

Para realizar el examen histopatolégico se realizaron
seis cortes axiales de todo el corazén de cada conejo, se
obtuvieron seis laminas y cada una de ellas fue dividida
en diversos campos homogéneos, de los cuales se
eligieron de manera aleatoria seis areas para evaluarlas
con un microscopio de luz; luego, se fotografiaron los
areas elegidas de las laminas y con la colaboracion
del Departamento de Patologia del Instituto Nacional
de Salud y de un patélogo que no conocia a qué grupo
pertenecia cada lamina se realiz6 el conteo digital de
cada polimorfonucleado con la ayuda del programa
JMicrovision y la medicion interactiva del nimero de
polimorfonucleares por um? de cada area fotografiada
a través del programa calibrado CellSens Standard,
Los datos generados por las funciones de medicion
se exportaron a Microsoft Excel para su posterior
procesamiento y analisis estadistico.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de los niveles séricos de troponina | y el
numero de polimorfonucleares por pm? fueron descritos
usando medianas y representados en graficos de cajas,
se aplicé la prueba Shapiro-Wilk para la determinacion
de la normalidad de los datos. Para la inferencia
estadistica se realizd la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis y, finalmente, se realizé la prueba post
hoc de Dunn para la comparacion de medianas. Se
utilizé el paquete estadistico SPSS version 20.0 Trial
Version. Se considerd significativo para un p<0,05.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Se baso en las normas y procedimientos éticos para el
manejo de animales de experimentacion establecidos
en el afo 2010 en la guia de manejo y cuidado de
animales de laboratorio elaborado por el Ministerio de
Salud vy el Instituto Nacional de Salud (%, también se
tomaron en cuenta los principios éticos internacionales
del Consejo de Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Médicas para Investigacion Biomédica en
Animales (1819,

RESULTADOS

Los 40 conejos macho de raza Nueva Zelanda fueron
distribuidos en cinco grupos (ocho por grupo): blanco,
control negativo, experimental 1 (10 mg/kg de peso
corporal), experimental 2 (20 mg/kg de peso corporal) y
experimental 3 (40 mg/kg de peso corporal).

En la Figura 1 se presenta los datos obtenidos de los
niveles séricos de troponina |. También se observa
la diferencia entre las medianas de cada uno de los
grupos. Ademas, el grupo experimental 2 (20 mg/kg/
peso corporal) muestra menor mediana con respecto a
los otros grupos, excepto con el grupo blanco.

Se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk,
encontrandose la ausencia de esta en los datos
obtenidos. Por esto, se utilizo la prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis (p<0,001), la cual demostré diferencia
significativa entre las medianas de los grupos.

ng/ml

3,01 p<0,001
2,57

2,04

Troponinal |

1,04

0,57

. - B

Blanco  Control  10mgkg 20mgkg  40mglkg
n=8 negativo

Grupo

Figura 1. Medianas de los niveles séricos de troponina | de los
conejos tratados con Helianthus annuus y de aquellos que no
recibieron el extracto

PMN mm2
7000

6000
5000+
40007

30007

2000+ *

1

Polimorfo Nuclear por um?

T T T
Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3

Grupo

T T
Blanco Control

Figura 2. Medianas del nimero de polimorfonucleares por ym?
de los conejos tratados con Helianthus annuus y de aquellos
que no recibieron el extracto.

Posteriormente, se realizé la prueba post hoc de Dunn
(p<0,05) donde no se hallé diferencia significativa entre
las medianas del grupo control negativo, experimental
1 (10 mg/kg/peso corporal) y experimental 3 (40 mg/
kg/peso corporal). Sin embargo, si se hallé diferencia
significativa entre las medianas del grupo control
negativo y experimental 2 (20 mg/Kg/peso corporal).

En la Figura 2 se presenta los datos obtenidos de
la observacion microscopica referida al numero de
polimorfonucleares por um?, donde se observa la
diferencia entre las medianas de cada uno de los grupos.
Ademas, se evidencia que el grupo experimental 2 (20
mg/kg/peso corporal) muestra la menor mediana con
respecto a los otros grupos, excepto con el grupo blanco.

Se realiz6é la misma prueba de normalidad asi como
la prueba no paramétrica (p<0,001), que demostro
diferencia significativa entre las medianas de los grupos.
Posteriormente, se realiz6 la prueba post hoc de Dunn
(p<0,05) donde no se hallo diferencia significativa entre
las medianas del grupo control negativo, experimental
1 (10 mg/kg/peso corporal) y experimental 3 (40 mg/
kg/peso corporal). Sin embargo, si se hallo diferencia
significativa entre las medianas del grupo control
negativo y experimental 2 (20 mg/kg/peso corporal).

EnlaFigura 3, se observanlos resultados histopatoldgicos;
en la Figura 3A se muestra al grupo control negativo
donde se observa una porcién de tejido miocéardico con
abundante nimero de polimorfonucleares por um?debido
a la necrosis celular. En la Figura 3B se muestra al grupo
experimental 1, que recibi6 aceite de Helianthus annuus
a una dosis de 10 mg/kg/peso corporal. Hay disminucién
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Figura 3. Tejido cardiaco de conejos Nueva Zelanda, después del tratamiento con el aceite de Helianthus annuus. (coloracién
hematoxilina eosina - 400X). A) Grupo control negativo, B) Grupo experimental 1 de 10 mg/kg, C) Grupo experimental 2 de 20 mg/kg,
D) Grupo experimental 3 de 40 mg/kg. Flechas sefalan el infiltrado de Polimorfonucleares encontrado en cada grupo

del nimero de polimorfonucleares por pm? con respecto
al grupo control negativo, ademas de eritrocitos entre
las fibras cardiacas. En la figura 3C se muestra al grupo
experimental 2, que recibi6 aceite a una dosis de 20 mg/
kg/peso corporal. Hay mayor disminucion del infiltrado
leucocitario, evidenciandose en el menor numero de
polimorfonucleares por um?2. En la Figura 3D se muestra
al grupo experimental 3, que recibié aceite a una dosis
de 40 mg/kg/peso corporal. Se evidencia la disminucién
del nimero de polimorfonucleares por pm? con respecto
al control negativo, aunque no se observa una gran
diferencia con respecto a los otros grupos que recibieron
el aceite.

DISCUSION

Se ha demostrado que el aceite de Helianthus annuus
tiene efecto protector en el infarto de miocardio, este
aceite posee una gran cantidad de &cidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados. Halliwell, et al.,
evidenciaron que las dietas bajas en grasa y altas en
acidos grasos monoinsaturados reducen de manera
similar los niveles de colesterol total ?%. Asimismo, las
dietas ricas en acidos grasos poliinsaturados como
el acido linoleico reducen el riesgo de enfermedad
coronaria @V,
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Existen investigaciones referidas al consumo de aceites
vegetales, como la realizada en Taiwan, la cual utilizé
el sesamol contenido en el aceite de sésamo para
aumentar la resistencia del musculo cardiaco frente a un
infarto de miocardio ©. Ademas, se encontré que la dieta
con aceite de palma roja (APR) mejora la recuperacion
funcional después de la isquemia / reperfusion en
corazones aislados ©.

En el presente trabajo se demostro el efecto protector
del aceite del Helianthus annuus sobre el infarto de
miocardio, en el cual se evidencié diferencia significativa
de los niveles séricos de troponina | y la cantidad de
polimorfonucleares por pm? entre el grupo control
negativo, experimental 1 (10 mg/kg/peso corporal),
experimental 2 (20 mg/kg/peso corporal) y experimental
3 (40 mg/kg/peso corporal).

Esta marcada disminucién de los niveles séricos de
troponina | y del numero de polimorfonucleares por
pm?2en los conejos tratados con el aceite de Helianthus
annuus, se evidencia debido al siguiente fundamento,
se sabe que los acidos grasos (omega 6), por procesos
metabolicos se convierten en acido araquidonico, y
luego junto con el omega 3 pueden ser metabolizados
a prostaglandinas (PG) y leucotrienos (LT), los cuales
poseen propiedades proinflamatorias, protrombdticas y
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vasoconstrictivas ??. Entonces, surge la pregunta de por
qué protegen frente a la ECV, una primera explicacion
considera que el omega 6 opera en vias metabdlicas
antiinflamatorias no relacionadas con la COX, las cuales
protegen frente a las ECV ©.

Diversos estudios brindan evidencia confirmando
esta ultima posibilidad. Ferruci L, et.al., descubrieron
que el omega 6 y el omega 3 suprimen la activacion
aterogénica de las células endoteliales, inhiben la
producciéon de moléculas de adhesidn leucocitaria,
quimiocinas e ILs y reducen la activacion del factor
nuclear kB (NF-kB), factor de transcripcion para
moléculas proinflamatorias ©¥. Asimismo, los &acidos
epoxiecosatrienoicos (EET), producidos a partir del AA,
tienen propiedades vasodilatadoras via hiperpolarizacion
y relajacion del masculo liso vascular 4. La disponibilidad
de los AG omega 6 es esencial para la produccion de
estos metabolitos protectores.

En el estudio CHIANTI se reportd que los altos niveles
séricos de AG (omega 6 y omega 3) estan asociados a
bajos niveles de marcadores proinflamatorios séricos,
especificamente IL-6 e IL-1, y a altos niveles de marcadores
antiinflamatorios, particularmente TGF-alfa 5,

Tomando en cuenta los resultados obtenidos, se
concluy6 que el extracto del Helianthus annuus a dosis
de 20mg/kg/peso corporal tiene efecto protector sobre el
infarto de miocardio inducido con epinefrina en conejos
Nueva Zelanda, evidenciado en una disminucion del nivel
sérico de troponina | y del numero de polimorfonucleares
por um2.

El estudio presenta algunas limitaciones que deben

considerarse al momento de su replicacion. En primer
lugar la falta de un andlisis histopatolégico de otras
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