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RESUMEN

La terapia de oxigeno puede salvar a la mayoria de los nifios prematuros, sin embargo, la
hiperoxia siempre deja secuelas debido a la inmadurez del sistema antioxidante del
recién nacido. Con este estudio se pretende evaluar si la taurina es capaz de proteger el
musculo esquelético de ratas en desarrollo de los efectos citotoxicos de la hiperoxia
postnatal. Para estudiar este problema, dos grupos de ratas recién nacidas de la cepa
Sprague-Dawley fueron expuestas a hiperoxia junto con su madre, desde su nacimiento
hasta el dia P6, P9 y P12. La madre de uno de los grupos tomé solucion de taurina al 3%
como agua de beber y la madre del otro grupo tomé solo agua. Dos grupos similares,
pero sin hiperoxia fueron utilizados como controles. Para el analisis histologico se
tomaron muestras del musculo de los miembros inferiores y se procesaron con técnicas
para la microscopia electronica de transmision. El estrés oxidativo se evalué mediante el
método de analisis de sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS), por
métodos espectrofotométricos. La cuantificacion de proteinas totales se realizo
siguiendo el método directo de Warburg y Christian. Comparado con el grupo hiperoxia,
la concentracion de TBARS en el grupo hiperoxia-taurina fue menor, evidenciando la
accion antioxidante de la taurina. Con respecto a los niveles de proteina totales, estos
fueron levemente afectados por la hiperoxia, sin embargo, estos niveles se observaron
mas bajos en el grupo hiperoxia-taurina lo que coincide con la disminucion del TBARS
en ese mismo grupo. Histologicamente, en el grupo hiperoxia-taurina hubo menos
problemas de edema y de obliteracion de los capilares en comparaciéon con el grupo
hiperoxia. En conjunto, los resultados arrojaron que la taurina controla, en parte, el
estrés oxidativo y protege la estructura del musculo esquelético durante la hiperoxia
postnatal.

Palabras clave: muasculo esquelético, estrés oxidativo, taurina, TBARS, prematuro.



INTRODUCCION

Ha sido reportado recientemente que cada afio nacen en el mundo unos 15
millones de bebés antes de llegar a término, es decir, mas de uno en 10 nacimientos. De
acuerdo con Liu et al. (2016) aproximadamente un millén de nifios prematuros mueren
cada afio debido a complicaciones en el alumbramiento. La presencia de infeccion
clinica o subclinica hasta en un 60% Yy otros factores asociados son antecedentes de
nacimientos pretérmino; la situacion socioeconémica y el tabaquismo materno también
son causa de partos prematuros (Lopez-Garcia et al., 2018). Otra causa frecuente de
nacimientos prematuros son los embarazos multiples y representa, junto con la gestacion
inducida, una cuarta parte de los partos pretérmino (Mendoza-Tascén et al., 2016). Las
complicaciones maternas y fetales son la causa del 15% de los recién nacidos
pretérmino, representadas por hipertension y diabetes materna, restriccion del
crecimiento intrauterino, hidropesia fetal, entre otras (Lopez-Garcia et al., 2018).

Muchos de los bebés prematuros que sobreviven padecen algin tipo de
discapacidad de por vida, en particular, las relacionadas con el aprendizaje, problemas
visuales y auditivos (Blencoweet al., 2012).

Entre los distintos protocolos para estabilizacion del prematuro cabe mencionar
gue de manera inicial realizan las técnicas de reanimacion cardio pulmonar (RCP)
(Hurtado et al., 2014). Luego, proceden a realizar, implantacion del protocolo de
contacto piel con piel vigilado en la primera hora de vida (Moore, 2016), confirmacion
de la edad gestacional (Ballard et al., 1991), valoraciones periodicas de temperatura y
estado clinico en las primeras 24 h de vida, atencidn a ritmo cardiaco, perfusion tisular,
trabajo respiratorio, tono muscular, deteccion y tratamiento precoz de cualquier
anomalia clinica que precise traslado del recién nacido a la unidad de cuidados
intensivos neonatal (UCIN) para terapia especifica (Hurtado et al., 2014).

En la UCIN algunos neonatos que nacen prematuros reciben oxigenoterapia. Esto
se hace con la finalidad de evitar las sensaciones y manifestaciones de hipoxia que con
frecuencia presenta el prematuro al nacer (Vento et al., 2005). La hipoxia se presenta

porque los pulmones nacen inmaduros y los alvéolos (lugar donde se realiza el



intercambio gaseoso) al no haberse desarrollado completamente son rigidos y menos
numerosos que los de un neonato a término (Vento et al., 2001). Durante la hiperoxia se
aplica una alta presion de oxigeno para que éste difunda pasivamente desde los alvéolos
hacia el torrente sanguineo sin que el neonato emplee mucha energia al inhalar el aire
(Kamath y Jobe, 2019). El oxigeno aplicado en la unidad de cuidados intensivos es
considerado un farmaco gaseoso aplicado por las vias aéreas con la intencion de
aumentar el aporte de oxigeno a los tejidos utilizando al méaximo la capacidad de
transporte de la sangre arterial (Vento, 2014). No obstante, aunque la hiperoxia es
necesaria para el desarrollo de los pulmones, ésta puede provocar una alta produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) que pueden causar estrés oxidativo en los tejidos
(Vento et al., 2001).

La limitacion del aporte de oxigeno durante la re-oxigenacién del neonato
asfictico se sustenta en evitar o limitar la generacion de radicales libres de oxigeno y
nitrdgeno y la agresion oxidativa que deriva de éstos (Niermeyer y Vento, 2004;
Saugstad et al., 2005).

Las ERO son producidas como una consecuencia del metabolismo aerdbico
fisiolégico normal. Tienen unas funciones fisioldgicas bien definidas, por ejemplo, la
generacion de descargas oxidativas por parte de los neutréfilos o inducir la activacion de
vias de sefializacion intracelulares relacionadas con el crecimiento, son moléculas
altamente reactivas que pueden dar lugar a dafio celular (Halliwell y Gutteridge, 1990).

La cadena de transporte de electrones de la mitocondria es la fuente mas
importante de produccion de ERO conjuntamente con los peroxisomas, la NADPH
oxidasa, el Oxido nitrico sintetasa desacoplada y el sistema del citocromo P450
(Carvajal, 2019). Entre los principales ERO se encuentran el anién superéxido (O), el
radical hidroxilo ((OH) y el 6xido nitrico (NO") y el perdxido de hidrégeno (H,0,)
(Venereo, 2002).

El estrés oxidativo refleja una situacion de desequilibrio entre la formacion de
ERO vy su neutralizacion (Naudi et al., 2009; Nafiez-Ramiro et al., 2017). Se origina a
partir del desbalance entre las especies reactivas de oxigeno generadas en los procesos

metabolicos del organismo y la deficiencia de los sistemas antioxidantes (Vincent et al.,



2007; Jiménez-Rosales et al., 2010).

La exposicion del pulmén a niveles altos de O, da lugar a la produccion de
derivados del oxigeno, tales como el anién superoxido (O), el peroxido de hidrégeno
(H.0O,) y radicales hidroxilos (‘OH), estas sustancias actuan sobre una superficie
pulmonar muy amplia y con importante vascularizacion, lo que convierte al parénquima
pulmonar en muy susceptible al efecto toxico de estas sustancias (estrés oxidativo)
(Zaher et al., 2007).

El aumento transitorio de los niveles de estrés oxidativo podria reflejar un
proceso potencialmente beneficioso para la salud, mientras que una acumulacion
incontrolada de estrés oxidativo podria tener consecuencias patoldgicas (Scicchitano et
al., 2018).

Se ha comprobado en animales que los individuos prematuros son altamente
susceptibles al estrés oxidativo, dada la falta de regulacion adecuada de las enzimas
antioxidantes, incluyendo el superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation
peroxidasa (GPx). Esto se plantea por las condiciones de hiperoxia relativa posterior al
nacimiento, muy distinto a la vida intrauterina, donde se mantiene una relativa
hipoxemia con una presién parcial de oxigeno (PaO,) de aproximadamente 32 Tor en la
vena umbilical y 22 Tor en la aorta descendente (Fistolera y Rodriguez, 2005).

Los niveles de antioxidantes no enzimaticos como la cisteina (CYS) y glutation
(GSH), y la actividad de enzimas antioxidantes, SOD, GPx, CAT, contribuyen al
mantenimiento del equilibrio 6xido-reductor (REDOX), compensando el incremento del
estrés oxidativo generado por las ERO (Vanhoutte y Scott-Burden, 1994). En
condiciones fisioldgicas, el sistema de defensa antioxidante es capaz de minimizar los
niveles de ERO preservando la biodisponibilidad del 6xido de nitrégeno (NO) y
manteniendo asi el tono vascular normal. La enzima superdxido dismutasa es la
responsable de degradar el O, reduciendo la formacién de ONOO-, potente oxidante y
vasoconstrictor (Masnatta et al., 2003).

Antioxidantes como la vitamina E y la taurina (aminoacido esencial en gatos)
afiadidos a las dietas de caninos y felinos, han demostrado disminuir el estrés oxidativo

en enfermedades como diabetes mellitus, asma, insuficiencia renal cronica, hepatitis,



colitis, dermatitis atopica y artritis (Harper, 2000; Guerra, 2001; Huerta et al., 2005).

Particularmente, la Taurina (Tau) (&cido 2-aminoetanosulfénico) es el principal
aminoéacido intracelular libre de la mayoria de los tejidos de los mamiferos. Se encuentra
presente en cantidades relativamente altas en la retina y los tejidos musculares
esquelético y cardiaco (Pereira et al., 2010). Deriva del metabolismo de la cisteina y es
sintetizada en el higado a través de varias etapas enzimaticas, por consiguiente, se
considera no esencial o condicionalmente esencial (Brosnan y Brosnan, 2006; Van de
Poll et al., 2006).

Con respecto al potencial que posee la taurina como antioxidante, hay estudios en
el musculo esquelético que revelaron su papel en la estabilizacion de los fosfolipidos de
membrana (Camerino et al., 1990; Pasantes et al., 1985) y en la regulacion de la
concentracién de Ca*? intracelular, aumentando la tasa de absorcién del reticulo
sarcoplasmatico (RS) y el potencial de almacenamiento total de las vesiculas del RS
(Huxtable, 1992; Schaffer et al., 2010). La taurina tiene accion secuestradora sobre los
radicales libres y en la regulacion de la tasa de generacion de EROs por la mitocondria
(Schaffer et al., 2009). Esta accion es significativa, porque una elevada generacion de
superoxido por la mitocondria es capaz de provocar la transicion de permeabilidad
mitocondrial, que, a su vez, inicia la cascada apoptotica (Ricci et al., 2008; Pereira et al.,
2010).

El mecanismo de dafio celular de los radicales libres (RL) se atribuye a los
procesos de lipoperoxidacion (LPO), los cuales son en particular destructivos vy
acentuados, debido a que alteran la fluidez, permeabilidad y por ultimo la funcion
metabolica de la célula (Slater, 1984; Romero et al., 1998).

Uno de los indices mas frecuentemente utilizados para estimar el dafio oxidativo
a lipidos es la determinacion de la peroxidacion lipidica es mediante la técnica de
TBARS (sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico). Como producto final de
la peroxidacion lipidica predomina el malondialdehido (MDA), principal sustrato de esta
reaccion (Fassianoet al., 2012). EI MDA reacciona con el acido tiobarbitdrico (TBAR)
en medio acido resultando un complejo coloreado, cuyo maximo de absorcion es a 535
nm (Ohkawa et al., 1978).



Sahin y Gumuslu (2004) analizaron el efecto del estrés oxidativo sobre las
principales proteinas antioxidantes en el cerebro de ratas, y, para ello aplicaron
diferentes tipos de estresores (estrés por inmovilizacion, estrés por frio e inmovilizacion-
estrés por frio); los autores encontraron un aumento en las TBARS que es uno de los
principales marcadores de estrés oxidativo. Ademas, evidenciaron un aumento en los
niveles de proteinas antioxidantes (SOD, CAT y GPx) sugiriendo que el estrés oxidativo
aumenta la peroxidacion de lipidos y estimula el sistema antioxidante.

En el estudio hecho por Dusan et al. (2018), los resultados demostraron que el
dafio del musculo esquelético causado por el CCl, esta parcialmente disminuido por una
sola dosis de 50 mg/kg de melatonina. En el dafio alveolar difuso en ratas causado por
hiperoxia, las alteraciones en los niveles de magnesio sérico del huésped pueden
modular el grado de dafio pulmonar (Dedhia y Banks, 1994). El aumento de la expresion
del gen ABCG2 puede inhibir la produccién de ERO de las mitocondrias y aliviar el
dafio por estrés oxidativo inducido por el calor en el musculo esquelético, el intestino
delgado y el timo para mantener el rendimiento de crecimiento estable de los pollos de
engorde (Wang et al., 2019).

Tomando en cuenta el dafio que puede causar la hiperoxia postnatal al recién
nacido prematuro, con este estudio se pretende investigar el impacto de la hiperoxia
sobre la estructura y dos marcadores de estrés oxidativo como los son la concentracion
de TBARS vy las proteinas totales en el musculo esquelético utilizando la rata Sprague-

Dawley como modelo experimental.



METODOLOGIA

Modelo animal y aclimatacion

Se utilizaron ratas hembra y machos Sprague-Dawley, provenientes del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC). Una vez en el laboratorio de cria y
mantenimiento de ratas del IIBCA-UDO, se colocaron en jaulas de acero inoxidable
durante 3 dias para su adaptacion a las nuevas condiciones ambientales (21°C y ciclos de
12 horas luz-oscuridad, controlados artificialmente). Posteriormente, hembras y machos
de la rata Sprague-Dawley se aparearon en una jaula (2 hembras por cada macho)
durante 15 dias. Luego, las hembras fueron separadas y se esper6 a cumplirse el periodo
de gestacion en las ratas durante 21 dias. Se tomaron, en total, 8 madres con 12 crias
cada una, que parieron el mismo dia. Durante todas las fases que comprende el

experimento, las ratas consumieron alimento ad libitum (ratarina marca Protinal).

Hiperoxia

Inmediatamente al nacimiento, las ratas fueron expuestas a 80,00 = 1,00% de
oxigeno (hiperoxia) diariamente con tres interrupciones por dia, de 21,00% de oxigeno
(normoxia). Cada interrupcion tuvo una duracion de 30 min, segun el protocolo sugerido
por Lachapelle et al. (1999). El nivel de oxigeno se mantuvo utilizando un analizador de
oxigeno ambiental (7820 Oxygen Monitoring System), el cual fue conectado a la
incubadora y calibrado diariamente. Este experimento fue supervisado durante las 24
horas del dia.

En una incubadora hecha de plexiglas transparente, se colocaron por separado 4
grupos de ratas. Cada grupo estaba compuesto por 10 crias con sus respectivas madres.
A dos de los grupos se les afadio taurina al 3,00% (Sigma), en el agua de beber. La
madre tomo la taurina del agua y se la transfirié a las crias a través de la leche materna.
A los dos grupos restantes no se les colocd taurina en el agua. Paralelamente, se
establecio el grupo control el cual se mantuvo en una caja de plexiglas transparente
similar a la incubadora, pero, en lugar de una tapa plastica, tenia una tela metalica que

permitié que las ratas estuviesen en un ambiente normaoxico (21% O,), en la caja fueron



mantenidos cuatro grupos de ratas controles bajo condiciones similares que los
expuestos a hiperoxia, es decir, con taurina y sin taurina en el agua de beber de la madre.

Para evitar las complicaciones pulmonares, que con frecuencia son sefialadas en
las ratas adultas expuestas a la hiperoxia, las madres de las crias sometidas a hiperoxia
eran alternadas cada dia con las madres de las crias controles, las cuales estuvieron en un
ambiente normoxico (Lachapelle et al., 1999). Las madres que se alternaron con las
madres tratadas con taurina, también se les afiadié taurina en el agua de beber.

Las ratas fueron expuestas a diferentes periodos de hiperoxia, desde el dia de su
nacimiento hasta los 6, 9 y 12 dias de desarrollo postnatal (P6, P9 y P12). Después de
finalizado cada uno de los periodos de oxigenacién, algunas ratas fueron sacrificadas e
inmediatamente se le extrajo el musculo gastrocnemio en las patas traseras para la
realizacion de los analisis histolégicos y bioguimicos.

Se utilizaron 6 especimenes por cada tratamiento y por cada periodo
experimental. El sacrificio de cada animal se realizO mediante decapitacion, e
inmediatamente se diseccion6 el masculo y se almaceno a -40°C en tubos Eppendorff

hasta el dia del analisis bioquimico.

Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion lipidica fue estimada por el método de anélisis de sustancias
reactivas del &cido tiobarbitdrico (TBARS), el cual se fundamenta en la cuantificacion
colorimétrica de uno de los principales productos de la peroxidacion de lipidos, el
malonaldehido (MDA) (Zapata-Vivenes y Nusetti, 2007).

Para la determinacion de las TBARS, 0,10 g de musculo se homogenizé en 2 mL
de buffer fosfato de potasio 100 mmol/L pH 7,40 y fueron centrifugados a 2 200 g por
15 min a 4°C. Del sobrenadante resultante se tomé 250 pL y se colocé en bafio de Maria
a 37°C por 10 min; al terminar el tiempo, los mismos fueron retirados del bafio y se
colocaron en bafio de hielo, adicionando a cada tubo 250 pL de solucion cromogena
contentiva de acido tricloroacético 12,50%, acido clorhidrico 1 mol/L, para detener la
reaccion. Luego, a cada tubo se le afiadié 500 pL de &cido tiobarbiturico al 1,00%, se

agitaron los tubos y se colocaron en bafio de Maria a 90°C con agitacion constante por



una hora. Posteriormente, fueron retirados del bafio de agua y colocados nuevamente en
bafio de hielo para ser enfriados y seguidamente centrifugados a 500 g por 10 min a 4°C;
finalmente el sobrenadante se transfiri6 a la celda del espectrofotometro para su
medicion a 532 nm, con un blanco constituido por todos los reactivos, a excepcion del
extracto.

La concentracion de MDA se calculd usando un coeficiente de extincion de
11,56 x 10° nmol/L cm™. Los resultados fueron expresados en umol de TBARS por mg

de proteinas.

Proteinas totales

La cuantificacion de proteinas totales se realizé siguiendo el método directo de
Warburg y Christian (1942). Para ello, 0,10 g de cada uno de los tejidos (musculo) se
homogeniz6 en 2 mL de buffer fosfato de potasio 100 mmol/L pH 7,40 y fue
centrifugado a 2 200 g por 15 min a 4°C. De cada sobrenadante resultante se tomé 40
uL, luego, se afiadio en una celda que contenia 1 000 pL de buffer fosfato y se midio a
260 y 280 nm. Este andlisis se llevd a cabo en un espectrofotdbmetro Perkin Elmer
UV/VIS lambda 2 S, acoplado a un sistema computarizado de andlisis cinético (UV
KinLab Software Module, version 2.85.04).

Analisis histoldgico

Para estudiar la estructura del musculo esquelético, se utilizé 4 individuos por
cada tratamiento. Inmediatamente después del sacrificio del animal, el mdsculo fue
disectado con sumo cuidado, bajo una lupa estereoscopica y en contacto permanente con
solucion fijadora de glutaraldehido al 4%, en buffer fosfato 0,1 M pH 7,4, se tomé el
musculo, se seccioné en pedazos de aproximadamente un 2 mm?, los cuales se colocaron
nuevamente en glutaraldehido (3 h). Posteriormente fueron lavadas en buffer fosfato pH
7,4 (10 min). Seguidamente se fijaron en solucion de tetradxido de osmio al 1%, en
buffer fosfato 0,1 M pH 7,4 (3 h). Rapidamente, las muestras se lavaron con agua

destilada (10 min), para luego ser deshidratadas en etanol de concentraciones crecientes



(50, 70, 80, 90, 95 y 100% por 5 min c/u). Para la infiltracion se sustituyo el etanol por
Oxido de propileno (10 min). Después, las muestras se colocaron en una mezcla 3:1
oxido de propileno-epon (1 h), seguido de una mezcla de 1:3 6xido de propileno-epon y
epon puro (3 h), se realizd dos lavados con agua (2 h). Finalmente, las muestras se
incluyeron en epdn 812, en moldes de silicona y fueron polimerizadas en una estufa a
60°C (48 h) (Rojas et al., 2005).

Posteriormente, se realiz6 cortes semifinos (0,7 um) con cuchilla de diamante, en
el ultramicrétomo Leica UM-UCG6, que se tifieron con azul de toluidina (1%) para ser
examinados en un fotomicroscopio Axioskop FL-40 marca Zeiss, con camara digital
incorporada y la ayuda de un software analizador de iméagenes AxioVision LE Cannon
Modul, Carl Zeiss, Germany (Rojas et al., 2013).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron sometidos a un estudio estadistico
con 95,00% de confiabilidad, utilizando para ello un analisis de varianza multifactorial
(ANOVA). Para esto, se utilizd el paquete estadistico Statgrafic Plus, version 5.1, en
ambiente Windows con la finalidad de establecer diferencias significativas estadisticas
entre los valores medios de los individuos de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-
taurina. Para el contraste a posteriori se utilizo la prueba Fisher (Sokal y Rohlf, 1989).



RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se ha evaluado los efectos de la taurina como posible
antioxidante para combatir el estrés oxidativo causado por la hiperoxia postnatal en el

musculo esquelético de ratas recién nacidas.

Peroxidacion de lipidos

Los resultados de la concentracion de TBARS en el muasculo esquelético de las

ratas bajo los diferentes tratamientos estan expresados en la Figura 1.

OCONTROL
1.200 r ECONTROL-TAURINA
b mHIPEROXIA
1.000 EHIPEROXIA-TAURINA
b
j& 0,800 a c
é a a
= 0.600 -
g T a
;
< 0,400
—
0.200
0.000
P6 P9

Dias post-natales

Figura 1. Comparacion de la concentracion de las TBARS en el musculo esquelético de
las ratas en los grupos: control, control-taurina, hiperoxia, e hiperoxia-taurina en los dias
postnatales P6, P9 y P12. Los superindices (a y b) indican diferencias entre grupos.

En el dia P6, la concentracién media de TBARS en el grupo hiperoxia (0,952 +
0,091 pmol/gmh) es significativamente méas alta comparada con los grupos control
(0,519 = 0,082 pmol/gmh), control-taurina (0,521 + 0,093 pmol/gmh) e hiperoxia-

taurina (0,545 + 0,119 umol/gmh) no observandose diferencias entre los ultimos tres
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grupos (Fs=29,48; p< 0,001).

En el dia P9, los resultados mantuvieron un patrén similar a P6. La concentracion
media de TBARS en el grupo hiperoxia (0,757 £ 0,099 umol/gmh) es significativamente
mas alta comparada con los grupos control (0,452 + 0,105 pmol/gmh), control-taurina
(0,446 £ 0,058 umol/gmh) e hiperoxia-taurina (0,531 + 0,056 pmol/gmh) (Fs= 15,76; p<
0,001).

En el dia P12, se observaron diferencias significativas entre la concentracion
media de TBARS de todos los grupos comparados. Siendo la concentracion mayor la de
hiperoxia (0,683 +£0,060 pmol/gmh) seguida de los grupos hiperoxia-taurina (0,579 +
0,072 pmol/gmh), control-taurina (0,483 + 0,051 umol/gmh) y control (0,397 + 0,056
pumol/gmh) (Fs= 22,47; p< 0,001).

La hiperoxia causé un gran estrés oxidativo evidenciado por las altas
concentraciones de TBARS en los dias postnatales P6 y P9. En el proceso de produccion
de ATP las mitocondrias generan radicales libres (RL) y entre ellos, uno de los mas

daiiinos es el anion superoxido O,. En condiciones normales, las mitocondrias producen

en su interior la enzima superéxido dismutasa (SOD) que convierte el anion superdxido

en peroxido de hidrégeno (H,O,) que es una especie reactiva de oxigeno (ERO) que
destruye las membranas. El H,O, es atacado por los antioxidantes glutation peroxidasa

(GPx) y catalasa (CAT) para convertirlo en agua y oxigeno (Finkel y Holbrook, 2000).
No obstante, bajo condiciones de hiperoxia los RL y las ERO que producen las
mitocondrias se generan en tal cantidad que el sistema antioxidante no puede eliminarlos
causando dafio a diversas macromoléculas. Los lipidos resultan dafiados por un proceso
conocido como peroxidacion lipidica que afecta las estructuras ricas en acidos grasos
polinsaturados (lipidos), alterando la permeabilidad de la membrana celular y causando
edema y muerte celular por necrosis y/o apoptosis (Justo y Gutiérrez, 2002). Analizando
la peroxidacién lipidica en el musculo del corazén de ratas expuestas a hiperoxia,
Caraballo y Calzadilla (2016) encontraron que la concentracion de TBARS en el grupo
hiperoxia fue 55% mayor comparada con el grupo control en el dia postnatal P6, 93% en

P9y 98% en P12. Adicionalmente, el gran estrés oxidativo causado por la hiperoxia fue
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el responsable de la extraordinaria peroxidacion lipidica, el descenso de los tioles y el
dafio estructural observado en el musculo cardiaco.

En el grupo hiperoxia-taurina se observé un descenso de la peroxidacion lipidica
indicado por la disminucion de las concentraciones de TBARS. La disminucion del
estrés oxidativo pudo haberse debido al efecto antioxidante de la taurina. Caraballo y
Calzadilla (2016) analizaron el efecto antioxidante de la taurina en el corazon de ratas
expuestas a hiperoxia postnatal. Sus resultados mostraron que la ingesta de taurina
descendio la concentracion de TBARS en P6 (40%), P9 (80%) y P12 (80%). Un estudio
de la taurina como posible antioxidante en la diabetes ha dado como resultado una
disminucion de los radicales libres en situacion de estrés oxidativo (Maleki et al., 2020).

Uno de los mecanismos de la accion protectora de la taurina fue demostrada en
los neutréfilos que es parte del sistema inmune del organismo. Tras la inflamacion, la
taurina sufre una halogenacion en los fagocitos y se convierte en taurina cloramina
(TauCl) (Canas, 2002). En los neutréfilos, durante el proceso de respiracion las
mitocondrias producen el anién superoxido (O) que es dismutado a perdxido de
hidrégeno (H2O:) por la accion de la enzima superdxido dismutasa. Cuando el neutrofilo
captura una bacteria, virus u hongo éste produce mieloperoxidasa (MPO) y toma cloro
del medio exterior para producir acido hipocloroso (HCLO) que destruye las bacterias.
En condiciones de una infeccion aguda, se produce mucho HCLO que puede escaparse
del neutréfilo y causar dafio oxidativo a las membranas celulares. La taurina tiene la
capacidad de unirse al HCLO para formar la taurina cloramina (TauCl) que es un
compuesto inocuo menos dafiino que el HCLO (Kim y Cha, 2014). La TauCl se libera
de los neutrofilos activados después de su apoptosis e inhibe la produccion de
mediadores inflamatorios como anion superdxido, Oxido nitrico, factor de necrosis
tumoral a, interleucinas y prostaglandinas en células inflamatorias de tejidos
inflamatorios. Ademas, TauCl aumenta las expresiones de proteinas antioxidantes, como
la hemo oxigenasa, peroxiredoxina, tiorredoxina, glutation peroxidasa y catalasa en
macrofagos (Gutierrez y Stoppani, 1998).

Song et al. (2021) trabajaron con el efecto de la taurina sobre la enfermedad de

higado graso y confirmaron que los efectos ventajosos de la taurina abarcan reducir el
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nivel de lipidos para aliviar la esteatosis hepatica, aumentar las enzimas y sustancias
antioxidantes para mejorar la defensa antioxidante, regular las vias de sefales
relacionadas con la inflamacion para reducir los factores proinflamatorios y la respuesta
inflamatoria. La taurina esta presente en la leche materna y hay pruebas de la utilidad
potencial de la adicion de taurina en la férmula, especialmente en el caso de los
nacimientos prematuros (Heird, 2004; Wharton et al., 2004). El nivel adecuado de
taurina es fundamental para el desarrollo del musculo esquelético, se ha demostrado que
el nivel de taurina en el masculo aumenta durante el primer mes de vida postnatal de las
ratas (De Luca et al., 1990).

Proteinas totales

Los resultados de la concentracion de proteinas totales en el masculo esquelético

de las ratas bajo los diferentes tratamientos estan expresados en la Figura 2.
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Figura 2. Comparacion de la concentracién de proteinas totales en el mdsculo
esquelético de las ratas en los grupos: control, control-taurina, hiperoxia, e hiperoxia-
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taurina en los dias postnatales P6, P9 y P12. Los superindices (a, b, ¢ y bc) indican diferencias
entre grupos.

En el dia P6, la concentracion media de proteinas totales en los grupos hiperoxia
(0,155« 0,016 g/gmh) e hiperoxia-taurina (0,156x 0,027 g/gmh) fue significativamente
méas baja comparada con los grupos control (0,188+ 0,009 g/gmh) y control-taurina
(0,207 + 0,021 g/gmh) (Fs= 10,01; p< 0,0003).

En el dia P9, la concentracion media de proteinas totales en el grupo hiperoxia
(0,223 + 0,020 g/gmh) fue significativamente mas baja en comparacion con los grupos
control (0,270 + 0,018 g/gmh), control-taurina (0,282 + 0,018 g/gmh) y fue
significativamente mas alta que el grupo hiperoxia-taurina (0,188 + 0,007 g/gmh) (Fs=
36,60; p< 0,0001). Los grupos control y control-taurina no presentan diferencias
significativas entre grupos.

En el dia P12 la concentracién media de proteinas totales en el grupo hiperoxia
(0,249 + 0,020 g/gmh) fue significativamente mas baja en comparacion con los grupos
control (0,305 = 0,026 g/gmh), control-taurina (0,273 + 0,015 g/gmh) y no presenta
diferencia significativa con el grupo hiperoxia-taurina (0,219 + 0,035 g/gmh) (Fs=
11,78; p<0,0002).

La concentracion media de proteinas del musculo esquelético de las ratas de los
grupos hiperoxia e hiperoxia-taurina fue mas baja comparada con los grupos control y
control-taurina. La disminucion en la concentracion de proteinas pudo haberse
presentado por el estrés oxidativo causado por la hiperoxia.

El estrés oxidativo puede provocar el mal funcionamiento celular. Las ERO
pueden causar peroxidacion lipidica y dafio oxidativo a las moléculas de ADN,
fosfolipidos de membrana y proteinas (Silva et al., 2008; Hawkins y Davies, 2019).
Quimicamente, la oxidacién de proteinas implica la modificacién inicial de grupos de
cadena lateral de aminoacidos por las ERO y la conversion subsiguiente a carbonilo y
otros derivados. De esta manera las ERO pueden causar la fragmentacion de la proteina,
la ruptura de los enlaces peptidicos, asi como modificaciones aminoacidicas mediadas

por radicales libres (Martinez, 1998).

14


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hawkins+CL&cauthor_id=31672919
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Davies+MJ&cauthor_id=31672919

La concentracion media de proteinas totales en el grupo hiperoxia-taurina
disminuyé significativamente con respecto al grupo hiperoxia en el dia postnatal P9,
aunque se observo una ligera disminucién en P12. Posiblemente, el descenso de la
peroxidacion lipidica por la accion antioxidante de la taurina, trajo como consecuencia
una disminucion en la produccion de ciertas proteinas que se activan solo durante
procesos de estrés oxidativo. Este puede ser el caso de la proteina UCP3 (Proteina de
desacoplamiento 3) que se activa en las mitocondrias del mdsculo esquelético para
controlar la excesiva produccion de ERO (Skulachev, 2005).

Otro tipo de proteinas que pudo haber disminuido por la accién antioxidante de la
taurina son las llamadas proteinas de choque térmico. Estas proteinas son expresadas en
forma constitutiva en casi todas las células, mientras que algunas de ellas son inducidas
ante la presencia de determinadas agresiones. Las proteinas de choque térmico se
sobreexpresan en células sometidas a altas o bajas temperaturas, radiaciones, algunos
farmacos, infecciones virales, hipoxia, entre otros, y se restablecen cuando el estrés es
eliminado (Guerrero-Rojas y Guerrero-Fonsecaz, 2018).

Un ejemplo de proteina que disminuye por la accién de la taurina fue descrito en
el pulmén (Cordova, 2016) y en el rifidn (Marquez y Vésquez, 2017). Bajo el mismo
disefio experimental del presente estudio, estos autores analizaron el efecto de la taurina
contra dafios lipoperoxidativos en ratas recién nacidas expuestas a hiperoxia. Sus
resultados mostraron una sobreproduccion de la enzima catalasa (CAT) en el pulmén y
el rifion de las ratas del grupo hiperoxia en los dias postnatales P6, P9 y P12,
posiblemente, en respuesta a las altas concentraciones de H,O, producido por la
hiperoxia. La CAT actta sobre el H,O, degradandolo en H,O y O,. En el grupo
hiperoxia-taurina, este aminoacido con su accién antioxidante disminuyd el estrés
oxidativo, provocando el descenso del H,O, lo que trajo como consecuencia una
reduccion en los niveles de CAT en estos 0rganos.

Posiblemente, en el musculo esquelético del grupo hiperoxia-taurina sucedid lo
observado en el pulmén y el rifion donde la disminucién de la CAT en el grupo
hiperoxia-taurina pudo haber conducido a la disminucion de la concentracion de las

proteinas totales.
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Anélisis histologico

En la Figura 3 se observan cortes histologicos del musculo esquelético de las
ratas a nivel de los fasciculos musculares de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-

taurina.

Figura 3. Cortes transversales del musculo esquelético a nivel de los fasciculos de fibras
musculares de ratas recién nacidas en los grupos: A) Control, B) Hiperoxia y C)

Hiperoxia-Taurina. En el grupo hiperoxia se observa un proceso de edema en el tejido intersticial de
los fasciculos musculares y pérdida de la integridad estructural de los fasciculos. FM: Fasciculos
muscular; Estrella: Edema intersticial; TI: Tejido intersticial; Flecha recta: fibroblasto en reposo y flecha
curva: fibroblasto activado.

El grupo control (Figura 3A) muestra una histologia normal. Las fibras
musculares estan perfectamente conformadas en fasciculos con poca distancia entre
ellas. Cada fasciculo estd separado uno del otro por tejido intersticial guardando una

distancia moderada mas o menos uniforme entre ellos. El tejido intersticial se observa

16



normal con la presencia de escasos fibroblastos de forma fusiformes y pequefios
capilares.

El grupo hiperoxia esta representado en la Figura 3B. A diferencia del grupo
control, las miofibrillas del grupo hiperoxia presentan un cierto grado de desorden
dentro del fasciculo. La pérdida de la integridad estructural de los fasciculos se debido,
posiblemente, a problemas de edema tanto en el endomisio como en el tejido intersticial
que rodea el fasciculo muscular. Este dafio estructural mantiene los fasciculos separados
comparados con el control. Se evidencia una mayor poblacion de fibroblastos con
diferentes formas y en diferentes direcciones en el tejido intersticial.

En el grupo hiperoxia-taurina (Figura 3C), se observa un tejido mas estructurado
comparado con el grupo hiperoxia. Las miofibrillas estdn mejor arregladas dentro del
fasciculo y éstos Gltimos mantienen una morfologia similar a la del grupo control. En
contraste con el grupo hiperoxia el tejido intersticial estd menos edematizado, esto se
evidencia con la disminucion de la distancia entre los fasciculos. Al igual que en el
grupo control se observa una escasa poblacion de fibroblastos de forma fusiformes.

La filtracion capilar mayor de lo normal es la causa mas comin de edema
extracelular (Flores-Villegas et al., 2014). El edema puede ocurrir como consecuencia de
la lesion al endotelio capilar, que incrementa su permeabilidad y permite la transferencia
de proteinas al compartimiento intersticial. La lesion a la pared capilar pudo haber sido
ocasionada por la desestabilizacion de las membranas de las células del endotelio capilar
debido a procesos de peroxidacién lipidica (Rojas et al., 2013). El incremento de la
permeabilidad capilar también puede ser consecuencia de reacciones de
hipersensibilidad y de lesiones inmunitarias (Braunwald y Loscalzo, 2015).

En la Figura 4 se observan cortes histologicos del musculo esquelético a nivel de
los capilares sanguineos de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-taurina.

En grupo control (Figura 4A), se observan capilares permeables con una luz
amplia por donde circulan abundantes eritrocitos. En el tejido intersticial los fibroblastos
tienen forma fusiforme y estan bien arreglados alrededor de los vasos dandole
estabilidad a los capilares. En el grupo hiperoxia (Figura 4B), los capilares se observan

obliterados y en sus zonas circundantes el tejido intersticial se nota edematizado. Se
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observa la disminucién de la poblacién de fibroblastos en el tejido intersticial.

En el grupo hiperoxia-taurina (Figura 4C), los capilares se notan parcialmente
obliterados no observandose procesos de edematizacion del tejido intersticial. Los
fibroblastos son abundantes pero normales.

Los capilares del musculo también fueron afectados en el grupo hiperoxia
mostrando obliteracion (vasoconstriccion) y procesos de edematizacion (inflamacion) en

el tejido conectivo que los rodea.

Figura 4. Cortes transversales del musculo esquelético a nivel de los capilares
sanguineos de ratas recién nacidas en los grupos: A) Control, B) Hiperoxia y C)
Hiperoxia-Taurina. En el grupo hiperoxia se observa un proceso de edema en el tejido intersticial de
los capilares sanguineos y obliteracion de los capilares. Cp: Capilar permeable; Co: Capilar obliterado;
Estrella: Edema intersticial; TI: Tejido intersticial; Flecha recta: fibroblasto en reposo; flecha curva:
fibroblasto activado.

Las funciones de los vasos sanguineos incluyen el suministro de oxigeno y
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nutrientes a todos los drganos y tejidos del cuerpo, ademas de la eliminacién de
productos de desecho y el equilibrio de fluidos, por esta razon, las condiciones que
afectan al sistema vascular pueden afectar la parte del cuerpo suministrada por una red
vascular particular (Ronning y Guldvog, 1999).

La mayoria de los vasos sanguineos estan compuestos por el endotelio vascular,
la membrana basal y una capa muscular. El endotelio sano actiia como una barrera
selectiva que controla el movimiento de fluidos, iones y otras macromoléculas entre la
circulacion sanguinea y los tejidos adyacentes por medio de la regulacion de los
complejos de unidn entre las células endoteliales. Ademas, regula la funcion plaquetaria,
el sistema de coagulacion, modula el tono vascular, controla la proliferacion de las
ceélulas musculares lisas locales y recluta células sanguineas (Benedito et al., 2008;
Carvajal, 2017). El endotelio enfermo pierde, practicamente, todas estas caracteristicas.
La aterosclerosis es el clasico ejemplo histopatologico de endotelio enfermo, con todas
Sus repercusiones.

La disfuncion endotelial (DE) puede dar origen a la pérdida del balance entre los
factores vasodilatadores y vasoconstrictores derivados del endotelio (Steyers y Miller,
2014). Segun Carvajal (2017), el estrés oxidativo puede provocar la DE, especificamente
la vasoconstriccion y la inflamacion en los tejidos. Se conoce como DE a la presencia de
un fenotipo endotelial alterado caracterizado por una biodisponibilidad reducida de
oxido nitrico (NO) y estrés oxidativo aumentado. El endotelio controla el tono vascular
mediante la produccion de NO, prostaciclina, y factor hiperpolarizante derivado del
endotelio, todos ellos factores vasodilatadores (Mikhed et al., 2015). Uno de los
productos mas importantes de sintesis del endotelio es el NO. El éxido nitrico es un gas
de vida media ultracorta (seis milisegundos) que se produce en el endotelio; es el
principal responsable de mantener un estado de vasodilatacion regulado (Bravo et al.,
2001).

Rojas et al. (2013) observaron capilares obstruidos con edema endotelial en el
cerebelo de ratas recién nacidas expuestas a hiperoxia. En el cerebelo la obliteracién
capilar conduce a la isquemia e impide el normal transporte de oxigeno hacia las células

que componen la barrera hematoencefélica. La elevada toxicidad de la hiperoxia en el
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recién nacido inmaduro se debe, presumiblemente, a la inmadurez de su sistema
antioxidante (Gonzélez, 2014).

El edema intersticial también fue encontrado en las zonas que rodean los
fasciculos nerviosos.

En la Figura 5 se observan cortes histologicos del musculo esquelético de las
ratas a nivel de los fasciculos nerviosos de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-
taurina.

En el musculo del grupo control (Figura 5A) se observa un fasciculo nervioso
conformado por numerosas fibras nerviosas (axones) empaquetadas de manera circular
por una capa de colageno denso producido por los fibroblastos. Los fibroblastos también

producen el coladgeno laxo que constituye la estructura del tejido intersticial.

Figura 5. Cortes transversales del musculo esquelético a nivel de los fasciculos de fibras
nerviosas de ratas recién nacidas en los grupos: A) Control, B) Hiperoxia y C)
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Hiperoxia-Taurina. En el grupo hiperoxia se observa un proceso de edema en el tejido intersticial de
los fasciculos de fibras nerviosas. Estrella: Edema intersticial; FM: Fasciculo de fibras nerviosas; TI:
Tejido intersticial; Ax; axén; TI: Tejido intersticial; Flecha recta: fibroblasto en reposo; flecha curva:
fibroblasto activado; Cp: Capilar permeable.

En el grupo hiperoxia (Figura 5B) se evidencia un fasciculo nervioso con pérdida
de su integridad estructural y ausencia de una capa de colageno denso. Alrededor del
fasciculo se observa un proceso de edema caracterizado por la separacion de las fibras
de colageno y un desorden en el arreglo de los fibroblastos.

En el grupo hiperoxia-taurina (Figura 5C) los fibroblastos estan méas ordenados
alrededor del fasciculo nervioso, aunque la capa de coladgeno no esta tan desarrollada
comparada con el grupo control. En contraste con el grupo hiperoxia, el tejido
intersticial del grupo hiperoxia-taurina se observa bien estructurado y sin problemas de
edema.

En las areas edematizadas, como en el tejido intersticial que rodea los fasciculos
musculares, capilares y fasciculos nerviosos del grupo hiperoxia, se observé una
proliferacion de fibroblastos posiblemente debido a un proceso de reparacion del tejido
dafado por el estrés oxidativo. Los fibroblastos son una poblacién heterogénea de
células que se encuentran en numerosos tejidos, ademas, es el tipo de célula
predominante del tejido intersticial. Estas células y sus productos de la matriz
extracelular, es decir, fibras y sustancia fundamental amorfa, desempefian papeles
fundamentales en el mantenimiento de la integridad estructural de los tejidos
intersticiales. La distribucion en los tejidos y la proporcion relativa de fibroblastos tienen
un impacto considerable en la regulaciéon de la funcion del tejido intersticial dafiado
(Ucero et al., 2014).

En el grupo hiperoxia-taurina el musculo esquelético mostro una mejor
integridad estructural comparado con el grupo hiperoxia. En los fasciculos musculares se
observO una mejor organizacion de las miofibrillas debido a ausencia de edema intra-
fasciculos. En el tejido intersticial alrededor de los fasciculos la presencia de edema fue
inferior comparado con el grupo hiperoxia y el nimero de fibroblastos menor. Los

fasciculos nerviosos no presentaron problemas de edematizacién y sus zonas
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circundantes se evidenciaron normales. Con respecto a los capilares, la mayoria de estos
se observaron normales, pero algunos presentaron cierto grado de obliteracion.

La taurina, es un aminoacido semiesencial, es decir, no es esencial porque puede
ser producido por el organismo, pero es esencial en la enfermedad, cuando la demanda
excede la capacidad de sintesis y es necesario consumirlo en la dieta (Narbona et al.,
2017). Se encuentra en altas concentraciones en el plasma y las células de los
mamiferos, ejerciendo un papel importante en la citoproteccion de los tejidos (Liu et al.,
2020). Se ha demostrado que la disminucion de taurina podria agravar la acumulacién de
dafio inducido por las especies reactivas de oxigeno (ERO) que puede conducir a la
muerte celular (Eppler y Dawson, 2002). Como se menciono anteriormente, las ERO se
producen constantemente en las mitocondrias en condiciones fisioldgicas y se equilibran
entre la actividad pro y antioxidante (Wu y Cederbaum, 2003). Las mitocondrias
contienen taurina para protegerse contra el estrés oxidativo. Los efectos positivos de la
taurina sobre las mitocondrias celulares se han considerado un mecanismo interesante
por sus efectos beneficiosos (Ommati et al., 2019).

Analizando el impacto de la taurina sobre la funcién mitocondrial del musculo
esquelético en un modelo de entrenamiento de resistencia en ratas, Ommati et al. (2019)
demostraron que los indices mitocondriales, incluida la actividad de las deshidrogenasas,
el nivel de ATP y el potencial de membrana aumentaron significativamente con el
tratamiento con taurina. Los resultados indican los efectos positivos de taurina sobre la
funcion del masculo.

Kim et al. (2017) evaluaron los efectos protectores de la taurina sobre la
nefrotoxicidad inducida por doxorrubicina en ratones. La doxorrubicina indujo una
disminucion significativa del volumen del tumor y de la masa de los rifiones. No
obstante, también estimulé un aumento significativo de citocinas inflamatorias en el
tejido renal. Sin embargo, la administracion de taurina conjuntamente con la
doxorrubicina mitigo todos los efectos inducidos por este antitumoral. La taurina mejoro
la lesion renal inducida por doxorrubicina al inhibir la produccion de citocinas
inflamatorias y las actividades de caspasa-3 y caspasa-9 inductoras de la apoptosis.

En el presente estudio se observo que la taurina disminuyo la vaso-obliteracion
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en el grupo hiperoxia-taurina. Guizoni et al. (2020) publicé una revision sobre el papel
de la taurina y los &cidos biliares (AB) conjugados con taurina en la relajacion vascular a
través de la modulacion del éxido nitrico (NO) derivado del endotelio. Segun los
autores, la taurina regula funciones celulares como el flujo de iones, controla el volumen
celular y sirve de sustrato para los conjugados. La administracion exdgena tanto de
taurina como de AB conjugados con taurina también se ha implicado en la modulacién
de las funciones cardiovasculares.

Con este estudio se demostré que la taurina ingerida por ratas recién nacidas
expuestas a hiperoxia postnatal, disminuye la peroxidacion de lipidos de membrana en el
musculo esquelético, protege la estructura del masculo de procesos de edema intersticial

y aumenta la permeabilidad de los capilares disminuyendo la vaso-obliteracion.
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CONCLUSIONES

La hiperoxia genero la peroxidacion de los lipidos de las membranas celulares
del musculo esquelético de las ratas, no obstante, la taurina con su accion antioxidante
redujo el estrés oxidativo provocando el descenso de la concentracion de TBARS y en
consecuencia la disminucion de la lipoperoxidacion.

La disminucion de las proteinas totales del musculo esquelético en los grupos
hiperoxia e hiperoxia-taurina se debio, posiblemente, a la destruccion de estas moléculas
por el proceso de oxidacion causado por los radicales libres.

El anélisis histologico del grupo hiperoxia mostro dafios en la estructura
muscular y vascular. Sin embargo, la taurina controld, en parte, el estrés oxidativo y

protegio la estructura del musculo esquelético del efecto deletéreo de los radicales libres.
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RECOMENDACIONES

En vista de que no existen estudios anteriores sobre el impacto de la hiperoxia
sobre el musculo esquelético y el efecto antioxidante de la taurina se recomienda:

Continuar con las pruebas bioquimicas donde se profundice méas en los anélisis
de enzimas especificas del estrés oxidativo.

Analizar el efecto de la hiperoxia sobre el sistema redox del glutation, uno de los
principales antioxidantes del organismo.

Profundizar en el andlisis del tejido muscular para la observacion de la

ultraestructura celular mediante la técnica de microscopia electronica de transmision,
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APENDICES

Apendice 1. Analisis de varianza de la concentracion de TBARS (peroxidacion lipidica)
en el musculo esquelético de las ratas del dia P6, de los grupos: control, control-taurina,
hiperoxia, e hiperoxia-taurina.

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio  Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,792416 3 0,26413900 29,48  0,0000
Intra grupos 0,161283 18 0,00896017

Total (Corr.) 0,953699 21

Apéndice 2. Andlisis a posteriori (Fisher 95%) aplicado a la concentracion de TBARS
(peroxidacion lipidica) en el muasculo esquelético de las ratas del dia P6, de los grupos:
control, control-taurina, hiperoxia, e hiperoxia-taurina.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
Control 6 0,518500 X
Control-Taurina 6 0,520667 X
Hiperoxia-Taurina 4 0,544750 X
Hiperoxia 6 0,951500 X

Apéndice 3. Andlisis de varianza de la concentracion de TBARS (peroxidacion lipidica)
en el masculo esquelético de las ratas del dia P9, de los grupos: control, control-taurina,
hiperoxia, e hiperoxia-taurina.

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio  Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,325363 3 0,10845400 15,76 0,0000
Intra grupos 0,110102 16 0,00688137

Total (Corr.) 0,435465 19

Apeéndice 4. Analisis a posteriori (Fisher 95%) aplicado a la concentracion de TBARS
(peroxidacion lipidica) en el muasculo esquelético de las ratas del dia P9, de los grupos:
control, control-taurina, hiperoxia, e hiperoxia-taurina.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
Control-Taurina 6 0,446167 X

Control 5 0,452600 X
Hiperoxia-Taurina 4 0,531250 X
Hiperoxia 5 0,756400 X
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Apéndice 5. Anélisis de varianza de la concentracion de TBARS (peroxidacion lipidica)
en el musculo esquelético de las ratas del dia P12, de los grupos: control, control-taurina,
hiperoxia, e hiperoxia-taurina.

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio  Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,2495380 3 0,08317930 22,47 0,0000
Intra grupos 0,0666422 18 0,00370234

Total (Corr.) 0,3161800 21

Apendice 6. Analisis a posteriori (Fisher 95%) aplicado a la concentracion de TBARS
(peroxidacion lipidica) en el masculo esquelético de las ratas del dia P12, de los grupos:
control, control-taurina, hiperoxia, e hiperoxia-taurina.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
Control 6 0,396667 X
Control-Taurina 5 0,482600 X
Hiperoxia-Taurina 6 0,578833 X
Hiperoxia 5 0,683200 X

Apéndice 7. Analisis de varianza de la concentracion de proteinas totales en el mdsculo
esquelético de las ratas del dia P6, de los grupos: control, control-taurina, hiperoxia, e
hiperoxia-taurina.

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio  Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,01165580 3 0,003885260 10,01  0,0003
Intra grupos 0,00776417 20 0,000388208

Total (Corr.) 0,01942000 23

Apéndice 8. Andlisis a posteriori (Fisher 95%) aplicado a la concentracion de proteinas
totales en el masculo esquelético de las ratas del dia P6, de los grupos: control, control-
taurina, hiperoxia, e hiperoxia-taurina.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
Hiperoxia 6 0,155000 X
Hiperoxia-Taurina 6 0,156000 X

Control 6 0,188333 X
Control-Taurina 6 0,206833 X
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Apéndice 9. Analisis de varianza de la concentracion de proteinas totales en el mdsculo
esquelético de las ratas del dia P9, de los grupos: control, control-taurina, hiperoxia, e
hiperoxia-taurina.

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio  Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,03052950 3 0,010176500 36,60 0,0000
Intra grupos 0,00528337 19 0,000278072

Total (Corr.) 0,03581290 22

Apendice 10. Analisis a posteriori (Fisher 95%) aplicado a la concentracion de proteinas
totales en el masculo esquelético de las ratas del dia P9, de los grupos: control, control-
taurina, hiperoxia, e hiperoxia-taurina.

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
Hiperoxia-Taurina 5 0,188600 X
Hiperoxia 6 0,223500 X
Control 6 0,270333 X
Control-Taurina 6 0,281667 X

Apéndice 11. Andlisis de varianza de la concentracion de proteinas totales en el masculo
esquelético de las ratas del dia P12, de los grupos: control, control-taurina, hiperoxia, e
hiperoxia-taurina.

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio  Razdén-F Valor-P
Entre grupos 0,0218245 3 0,007274830 11,78  0,0002
Intra grupos 0,0111194 18 0,000617743

Total (Corr.) 0,0329439 21

Apéndice 12. Analisis a posteriori (Fisher 95%) aplicado a la concentracion de proteinas
totales en el musculo esquelético de las ratas del dia P12, de los grupos: control, control-
taurina, hiperoxia, e hiperoxia-taurina.

Tratamientos Casos Media Grupos homogéneos
Hiperoxia-Taurina 5 0,219400 X
Hiperoxia 5 0,249000 XX
Control-Taurina 6 0,273167 X
Control 6 0,305333 X
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Resumen (abstract):

La terapia de oxigeno puede salvar a la mayoria de los nifios prematuros, sin embargo, la
hiperoxia siempre deja secuelas debido a la inmadurez del sistema antioxidante del
recién nacido. Con este estudio se pretende evaluar si la taurina es capaz de proteger el
musculo esquelético de ratas en desarrollo de los efectos citotoxicos de la hiperoxia
postnatal. Para estudiar este problema, dos grupos de ratas recién nacidas de la cepa
Sprague-Dawley fueron expuestas a hiperoxia junto con su madre, desde su nacimiento
hasta el dia P6, P9 y P12. La madre de uno de los grupos tomé solucion de taurina al 3%
como agua de beber y la madre del otro grupo tomé solo agua. Dos grupos similares,
pero sin hiperoxia fueron utilizados como controles. Para el andlisis histolégico se
tomaron muestras del musculo de los miembros inferiores y se procesaron con técnicas
para la microscopia electrdnica de transmision. El estrés oxidativo se evalué mediante el
método de analisis de sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS), por
métodos espectrofotométricos. La cuantificacion de proteinas totales se realizo
siguiendo el método directo de Warburg y Christian. Comparado con el grupo hiperoxia,
la concentracion de TBARS en el grupo hiperoxia-taurina fue menor, evidenciando la
accion antioxidante de la taurina. Con respecto a los niveles de proteina totales, estos
fueron levemente afectados por la hiperoxia, sin embargo, estos niveles se observaron
mas bajos en el grupo hiperoxia-taurina lo que coincide con la disminucion del TBARS
en ese mismo grupo. Histologicamente, en el grupo hiperoxia-taurina hubo menos
problemas de edema y de obliteracion de los capilares en comparaciéon con el grupo
hiperoxia. En conjunto, los resultados arrojaron que la taurina controla, en parte, el
estrés oxidativo y protege la estructura del musculo esquelético durante la hiperoxia
postnatal.
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN°OAS
Cumand, 04 AGO 2009

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conoci6 el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD

DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/3009".

Leido el oficio SIBI — 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.

ﬁuvaERSWuw»ﬁ%‘% a usted a los fines consiguientes.
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del Il Semestre 2009, segun comunicacién CU-034-2009): “los Trabajos de Grado son
de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y sélo podran ser utilizados para
otros fines con el consentimiento del Consejo de Nucleo respectivo, quien debera

participarlo previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.
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