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En esta investigacion se evalud la actividad de la catalasa (CAT), la
viabilidad mitocondrial e histologia en el higado de ratas expuestas a hiperoxia y
tratadas con taurina. Para esto, cuatro grupos de animales constituidos por 10
crias y su madre, fueron colocados en una incubadora a 80 + 3% de Oz, desde el
primer dia de nacimiento, hasta los dias postnatales P6, P9 y P12. A dos de los
grupos se les colocé una solucion taurina al 3% (240 pmol/l) como agua de beber
(grupos hiperoxia-taurina) y a los dos grupos restantes se les coloco solamente
agua filtrada (grupos Hiperoxia). En otra incubadora pero en normoxia (21% 02),
se ubicaron cuatro grupos similares identificados como grupos control y control-
taurina. El andlisis histologico se realiz6 el dia posnatal 6 y 12 (P6 y P12),
mientras que el analisis bioquimico se realizo los dias postnatal 6, 9y 12 (P6, P9
y P12). La actividad de la catalasa se determind por espectrofotometria, basada
en el descenso de la concentracion del H202 a una longitud de onda de 240 nm.
Para el analisis histologico, las muestras fueron procesadas con técnicas para la
microscopia optica de alta resolucion con muestras incluidas en resina epoxica.
En el dia P6 la actividad de la CAT en el higado del grupo hiperoxia (1,18E-04 +
2,12E-06 U/gmh) fue significativamente mas alta comparada con el grupo control
(3,83E-05 + 6,47E°06 U/gmh). El dia P9 la actividad de la CAT en el higado de
los grupos hiperoxia (3,44E-04 £ 6,72E-05 U/gmh) y control-taurina (3,29E-04 +
7,70E-05 U/gmh) fue significativamente superior (Fs= 3.69; p<0,05) comparados
con el grupo control. Para el dia P12 no hubo cambios significativos en la
actividad de la enzima. El porcentaje de viabilidad mitocondrial del tejido hepatico
de las ratas del grupo hiperoxia (72,13 £ 7,05 %) descendio significativamente
comparado con los grupos control (100 %) e hiperoxia-taurina (92,89 + 4,58 %).
Histologicamente, en el grupo hiperoxia se observo la pérdida de la integridad
estructural del tejido hepético con presencia de edema en los sinusoides
hepéticos y procesos de necrosis en las zonas circundantes a la vena central. En
el grupo hiperoxia-taurina la estructura del tejido hepético se observdé mejor
conservada estructuralmente comparada con el grupo hiperoxia. Se sugiere que
altos niveles de oxigeno causaron el aumento de la actividad de la CAT en el
higado del grupo hiperoxia quizds como una proteccion del 6érgano contra el
estrés oxidativo. La hiperoxia también provocé la disfuncion mitocondrial y
procesos de necrosis y edematizacion del parénquima hepético y de su sistema
vascular. La ingesta de taurina a través de la leche materna aumentd la
produccion de CAT, incrementd significativamente la viabilidad mitocondrial y
actué como un antioxidante eficaz preservando la estructura del tejido hepéatico
de la accion toxica de la hiperoxia postnatal.
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INTRODUCCION

El higado es una glandula exo- y endocrina que tiene muchas funciones
en el cuerpo, como la produccion de proteinas y factores de coagulacion de la
sangre, la fabricacion de triglicéridos y el colesterol, la sintesis de glucégeno y la
produccion de bilis (Hall, 2016). Este 6rgano esta recubierto por una delgada
capa de tejido conectivo (capsula de Glisson) y formado por un parénquima
lobular. El parénquima hepético estd compuesto por células epiteliales derivadas
del endodermo, denominadas hepatocitos. Se trata de células poliédricas con
citoplasma eosinofilo granuloso y palido, debido a la presencia de glucégeno
(Geneser, 2014). Ultra-estructuralmente, los hepatocitos presentan un nucleo de
gran tamafio y, en el citoplasma, son notables el reticulo endoplasmético rugoso
y liso, gotas lipidicas, peroxisomas, ademas de abundantes mitocondrias (Devlin,
2004).

El nimero y la actividad de las mitocondrias en los diferentes tejidos refleja
la funcidn fisiologica y determina su capacidad para llevar a cabo las funciones
metabdlicas aerobias (Alberts y Bray, 2006). El higado es dependiente de las
mitocondrias para poder desarrollar sus diversas funciones ya que éstas son las
principales productoras de energia celular, capaces de producir de 90% a 95%
del ATP total, consumiendo, aproximadamente, un 95% del oxigeno que utiliza
la célula (Devlin, 2004; Carretero, 2010).

Las mitocondrias son muy bien conocidas por su funcion energética a
través de la respiracion celular (Friedman y Nunnari, 2014). Pero, ademas de
abastecer de energia a toda la célula, las mitocondrias también intervienen en la
apoptosis, sintetizan proteinas, en el metabolismo de varias sustancias y parecen
estar implicadas en la aparicion de la reproduccién sexual (Alberts y Bray, 2006;
King, 2017). Las mitocondrias producen ATP a través de una red metabdlica
interconectada a partir de diferentes fuentes de energia, como aminoéacidos,
lipidos y azlcares Estos son organelos altamente especializados y dinamicos,
gue juegan un papel importante en la adaptacion al estrés, modificando tanto sus

procesos metabdlicos como su morfologia para adaptarse a diferentes



situaciones ambientales. Una de las adaptaciones mejor descrita para las
mitocondrias es su actividad reguladora de las especies reactivas de oxigeno
(ERO), para evitar dafios por estrés oxidativo.

La cadena respiratoria mitocondrial es la principal fuente de produccion de
ERO (Bai y Cederbaum, 2001). El anion superoxido (O2°) es una de las ERO mas
toxicas formadas en el interior de las mitocondrias. Este anion tiene una vida
media muy corta debido a la rapida conversion en peréxido de hidrogeno (H202)
por la superéxido dismutasa dependiente de magnesio (MnSOD) localizada en el
espacio de la matriz mitocondrial (Menon y Goswami, 2006). El H202 es una ERO
menos toxica que el O2® (Doi et al.,, 2014); su produccion normalmente esta
controlada por los mecanismos de defensa antioxidantes que incluyen enzimas
intracelulares (Timoén, 2016).

La catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) junto con pequefias
moléculas antioxidantes, como el glutation (GSH), la vitamina C y E, son las
principales reductores de H202. La CAT es una metaloproteina tetramérica, cuya
masa molar se encuentra en el rango de 210 a 280 KDa siendo una de las
enzimas mas abundantes en la naturaleza, se encuentra ampliamente distribuida,
en la naturaleza tanto plantas como animales incluyendo los humanos, teniendo
una alta actividad en el higado, rifidn y eritrocitos (Gholamian et al., 2017). La
CAT puede catalizar de manera eficiente el H202 a H20 y oxigeno.

La glutation peroxidasa (GPx) la principal reductora de H202 en las
mitocondrias. El H202 acumulado en el interior de las mitocondrias puede
interactuar facilmente con Oz para producir radical hidroxilo (OH"),
extremadamente reactivo u oxigeno singlete a través de la reaccion de Haber-
Weiss (Kanta, 2011). Cuando la produccién de ERO supera la capacidad de los
sistemas antioxidantes, se producen dafos perjudiciales en las biomoléculas, en
la membrana, en los complejos mitocondriales y en el ADN mitocondrial que
puede provocar una disfuncién del sistema de cadena respiratoria, produccién de
energia insuficiente e incluso muerte celular (Radak et al., 2013; Angelova y
Abramov, 2016).



La hiperoxia (altos niveles de oxigeno), aplicada tanto al humano como al
animal en experimentacién, afecta el flujo sanguineo y puede generar dafos en
la sintesis de proteinas, lipidos y acidos nucleicos en el neonato de término, pero
es mas toxico aun en el pretérmino (Cortina y Arizmendi, 2012). Algunas
patologias hepaticas que presenta el nifio prematuro han sido relacionadas con
la hiperoxia postnatal (Frauca y Mufioz, 2010). Ibarreto, (2017), analizando el
efecto de la hiperoxia sobre la concentracion de tioles en el higado de ratas recién
nacidas, encontré que los altos niveles de oxigeno provocaron el agotamiento de
los tioles solubles en &cido (TSA) y estimularon el aumento en la sintesis de
proteinas totales. Segun este autor, la hiperoxia también fue la responsable de
las alteraciones estructurales y ultraestructurales (reticulo endoplasmatico
distendido, mitocondrias edematizadas y con las crestas segmentadas)
observadas en las células del higado de ratas.

Uno de los antioxidantes no enzimaticos con gran efecto protector contra
el estrés oxidativo es la taurina (acido 2-aminoetanosulfénico). Esta molécula es
un B-aminoacido, cuya estructura quimica contiene un grupo sulfénico en lugar
del grupo carboxilo; metabdlicamente se forma en el organismo a partir de la
cisteina y su ubicacién es principalmente intracelular (Koh et al., 2014). Su
sintesis tiene lugar fundamentalmente en el higado y en el cerebro, aunque
puede producirse en otros tejidos y a partir de sustratos como la N-acetilcisteina,
el glutatién o la metionina. La capacidad biosintética endégena de la taurina en
el organismo es limitada, por tanto, se requiere un aporte exégeno a partir de la
dieta (Lourenco y Camilo, 2002). La taurina participa en una amplia gama de
funciones biologicas y fisiolégicas, que incluyen la desintoxicacion, la
osmorregulacion, la estabilizacion de la membrana, la modulacién del calcio, la
antioxidacion y la inmunomodulacion (Burini et al., 2018).

La taurina tiene un papel importante en la mitocondria de células animales
(Hansen et al., 2010). La hipotesis se basa en el hecho de que la taurina se
encuentra en concentraciones muy altas en los tejidos oxidativos (musculo
esquelético, musculo cardiaco, higado y cerebro), pero en concentraciones mas

bajas en el tejido glicolitico (tejido que no depende de las mitocondrias para la



produccion de energia sino del glucégeno como fuente de energia). En el tejido
oxidativo la taurina es almacenada dentro de las mitocondrias con el proposito
de combatir los radicales libres (RL)

En el neonato humano nacido prematuro, la taurina ha sido caracterizada
como un P-aminoacido semi-esencial, raz6bn por la cual se encuentra
generalmente incorporada como suplemento en la mayoria de los regimenes
alimentarios neonatales (Ruza, 2002). Se conocen pocas investigaciones que
analicen el impacto de la hiperoxia postnatal en el higado de ratas recién nacidas.
Es por esta razon, que el propésito de este trabajo es evaluar el efecto que causa
las altas concentraciones de oxigeno sobre la actividad enzimética de la catalasa,
viabilidad mitocondrial y la histopatologia en el higado de ratas neonatas y la

respuesta antioxidante y citoprotectora de la taurina.

METODOLOGIA



Muestra poblacional

Para este estudio se utilizaron ratas de la especie Rattus norvegicus, cepa
Sprague-Dawley, proveniente del bioterio de la Universidad de los Andes. Una
vez trasladadas al laboratorio de mantenimiento de ratas del Instituto de
Investigaciones en Biomedicina y Ciencias Aplicadas (IIBCA), éstas se colocaron
en jaulas de acero inoxidable, durante 3 dias para su acondicionamiento a las
nuevas condiciones ambientales (21°C y ciclos de 12 horas luz-oscuridad
controlados artificialmente). Luego se introdujo en cada jaula, un macho y dos
hembras para su apareamiento, proceso que durd 5 dias. Al cabo de ese tiempo
las hembras fueron separadas de los machos para esperar que transcurriera el
periodo de gestacion que dura 21 dias. Los animales fueron alimentados con

ratarina comercial y agua filtrada.

Induccidn a la hiperoxia

Desde el dia de su nacimiento hasta los dias 6, 9 y 12 de desarrollo
postnatal (P6, P9 y P12), las ratas estuvieron expuestas a 80 + 3% de oxigeno
(hiperoxia), diariamente, con tres interrupciones por dia (30 minutos cada una)
de 21% de oxigeno (normoxia); con la intencidn de reducir un poco el estrés al
que son sometidas durante la hiperoxia, segun el protocolo sugerido por
Lachapelle et al. (1999). El nivel de oxigeno se monitored utilizando un analizador
de oxigeno ambiental (7820 Oxygen Monitoring System), el cual estuvo
conectado a la incubadora y fue calibrado diariamente. Para conservar estas

condiciones, se mantuvo una vigilancia las 24 horas del dia.

La hiperoxia se aplicO6 en una incubadora elaborada de plexiglas
transparente y dividida en 4 secciones donde se colocaron por separado, 4
grupos de ratas. Cada grupo estuvo compuesto de 10 a 12 crias, con sus
respectivas madres. A dos grupos, los cuales fueron identificados como
hiperoxia-taurina, se les afadio taurina al 3%, en el agua de beber. La madre
ingirio la taurina del agua y se la transfirio a las crias a través de la leche materna.

A los dos grupos restantes no se les agreg0 taurina en el agua, y estuvieron



identificados como grupo hiperoxia. En una incubadora similar, pero sin oxigeno,
fueron mantenidos los 4 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, el primero identificado como control-taurina, y el segundo como
control.

Con el fin de evitar las complicaciones pulmonares que suelen presentar
las ratas adultas expuesta a hiperoxia (Lachapelle et al., 1999), las madres fueron
alternadas cada dia con las madres de las crias controles, que se encontraron
en un ambiente normoxico.

Cumplido el periodo de hiperoxia, 5 o 6 individuos fueron pesados, para
luego ser sacrificados por decapitacion y rapidamente disecados para obtener el
higado. Parte del tejido se empled para los analisis histoldgicos y el resto fue

congelado a -20°C para su posterior procesamiento bioquimico.

Analisis bioquimico

Toma de la muestra

Para el andlisis bioquimico se utilizaron de 4 a 5 especimenes de cada
tratamiento y de cada periodo experimental, las muestras de los tejidos se
guardaron en tubos de Eppendorft y conservados a una temperatura de -40°C

hasta el dia de su procesamiento.

Para la determinacién de la actividad enzimética de la catalasa (CAT) se
uso el protocolo propuesto por Zapata y Nusetti (2007). Se homogeniz6 0,1 g de
tejido en una relacion 1:8 m/v del buffer de extraccion. El buffer de extraccion
consistié en Tris-HCI (hidroximetilmetilamina) 20 mmol/l pH 7,6 conteniendo
acido etilendiamino-tetracetato (EDTA) un mmol/l, ditiotreitol (DTT) 4 mmoll/l,
sacarosa 500 mmol/l, cloruro de potasio (KClI) 150 mmol/l y &acido
fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF) en alcohol isopropilico 1 mmol/l. El extracto
resultante se centrifugo inicialmente a 2 000 x g por 10 minutos a 4°C en una

centrifuga Eppendorft 5702 R refrigerada. El sobrenadante se centrifugd



nuevamente a 1 000 x g durante 30 minutos a 4°C. El volumen final colectado se

us6 como fuente de enzimas.

La actividad de la CAT se determiné de acuerdo con la técnica de Aebi
(1984), basada en el descenso de la concentracion del H202 a una longitud de
onda de 240 nm (coeficiente de extincion: 40 mmol/l). Para ello, se prepararon
los siguientes reactivos: buffer fosfato de potasio 100 mmol/l pH 7,40 y H202 25
mmol/I.

En una cubeta de cuarzo se afiadié un ml de buffer fosfato de potasio 100
mmol/l pH 7,40 y 40 ul de H202 25mmol/l; seguidamente se mezclo por inversion
y se midié el cambio de absorbancia en un espectrofotometro Perkin Emer
UV/VIS a una longitud de onda de 240 nm durante 1 minuto Se agregaron 20 pl
del sobrenadante de la muestra, se mezclé nuevamente y se midié el cambio de
absorbancia durante un minuto. El blanco utilizado estuvo constituido solo por el
buffer de incubacion.

Para la determinacién de la actividad enzimatica primero se determiné la
pendiente de decaimiento de la absorbancia del H202 en relacion al tiempo, este
valor se dividio entre el coeficiente de extincion molar del H202, el valor obtenido
se multiplicé por el volumen de la celda de reaccion obteniendo asi la actividad
de la enzima. La actividad especifica es el resultado de dividir la actividad de la
enzima entre los mg de masa humeda o de proteina del tejido.

Los resultados fueron expresados en U/gmh, donde U es la cantidad de
enzima necesaria para catalizar un pumol de H202 en un minuto y gmh significa

gramos de masa humeda.

Aislamiento de la fraccion mitocondrial

Para aislar la fraccion mitocondrial del tejido hepatico de las ratas del dia
P12 se utilizd el protocolo de centrifugacion diferencial en sacarosa (Saz y
Lascure, 1969). A 0,50 g de tejido se le agregé 3 ml de medio mitocondrial pH
7,40 (sacarosa 0,24 mol/l, EDTA 0,05 x 102 mol/l y BSA 0,15%), y se dej6 reposar

15 minutos para luego adicionar 7 ml de éste medio y homogenizar en frio con



un homogeneizador de vidrio. EI homogenizado fue centrifugado a 100 x g a 4°C
durante un minuto, y el sobrenadante filtrado con una lana de vidrio se centrifugo
nuevamente a 7 800 x g por 30 minutos. El sobrenadante fue descartado
rapidamente y el sedimento resuspendido en 1 ml de medio mitocondrial, usando
el homogenizador de vidrio, y luego se centrifugd a 4°C a 7 800 x g durante 30
minutos. Los sedimentos marrones que representan la fraccién mitocondrial, se
almacenaron a -20°C, a fin de ser utilizados en los analisis posteriores. A fin de
comprobar la integridad de las mitocondrias aisladas en el protocolo anterior, se
midi6 la extincion de NADH a 340 nm con un espectrofotémetro Perkin Elmer
Lambda 25/35/45 UV/\Vis.

Ensayo de viabilidad mitocondrial

El ensayo de viabilidad mitocondrial se aplicé segun el protocolo de (Ghazi
et al. 2006). 1 ml de suspension mitocondrial se mezclé con 1 ml de Janus Green
B (1 ppm). La solucion blanco se prepard de la misma manera, sin la adicion de
la suspension mitocondrial. Cada muestra se midié espectrofotométricamente a
una longitud de onda de 607 nm.

El porcentaje de viabilidad mitocondrial (%VM) de cada muestra se calculo

de la siguiente manera:

% de viabilidad = 100 % - % de toxicidad mitocondrial (TM)

%TM= 1 Abs. promedio de la muestra expuesta al téxico 100%
o Abs. promedio del control negativo °

Abs= absorbancia

Anélisis histoldgicos

Para el analisis histologico, una porcion del higado se corté en pequefios
fragmentos y se fijé de inmediato durante 90 minutos en glutaraldehido al 2,5%,
luego, se sometié a dos lavados de 10 minutos con buffer fosfato. Seguidamente,

se post-fijaron en OsO4 (1%) por 90 minutos, para después realizar dos lavados



de 10 minutos homogenizado con agua destilada. Las muestras se deshidrataron
en concentraciones crecientes de etanol (70 hasta 100%) por 20 minutos cada
uno. Para la infiltracidon se sustituyo el etanol por 6xido de propileno (30 minutos),
después se utilizé una mezcla 3:1 de 6xido de propileno, seguido de una mezcla
1:1 de oOxido de propileno, ambas mezclas se dejaron actuar por 30 minutos y
luego se dejé toda la noche en una mezcla de epon puro. Finalmente, las
muestras fueron incluidas en epon, en moldes de silicona y polimerizadas en una
estufa a 60°C por 48 horas (Lewis y Knight, 1990).

Una vez obtenidos los bloques con las muestras se realizaron cortes
semifinos (0,7 um) en un ultramicrotomo Leica UM-UCG6 con cuchilla de diamante;
se ha tefiido con azul de toluidina al 1%, y se examin6 en el fotomicroscopio
Axioskop FL-40 marca Zeiss, con camara digital incorporada, y la ayuda de un
software analizador de imagenes AxioVision LE Cannon Modul, Carl Zeiss,
Germany (Rojas et al., 2013).

Anélisis estadistico

Se realizé un analisis estadistico aplicando un ANOVA simple con prueba
a posteriori de Duncan al 95%, empleando el programa de Statgraphics Plus 4.1,
para comparar la actividad enzimética de catalasa y el %VM en los distintos
grupos experimentales estudiados (Sokal y Rohlf, 1989). Los resultados se
expresaron en gréaficas de barras (medias y desviacién estandar. Los analisis
histoldgicos se hicieron de manera descriptiva a partir de fotomicrografias hechas
a cortes histoldgicos del higado en un fotomicroscopio.



RESULTADOS

Actividad enziméatica de la catalasa
En la figura 1 se observa la actividad especifica de la enzima catalasa
(CAT) en el higado de ratas de los grupos control, control-taurina, hiperoxia,

hiperoxia-taurina en los tres dias postnatales analizados (P6, P9y P12).
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Figura 1. Actividad especifica de la enzima catalasa (U/gmh) en el higado de
ratas de los grupos control, control-taurina, hiperoxia, hiperoxia-taurina en los

dias postnatales P6, P9 y P12. Los superindices indican diferencias significativas entre
grupos.

En el dia P6 la actividad promedio de la CAT en el higado del grupo
hiperoxia (1,18E°* + 2,12E% U/gmh) fue mas alta comparada con el grupo
control (3,83E% + 6,47E% U/gmh) (Fs= 94,08; p<0,05). No obstante, esta fue
menor en contraste con los grupos control-taurina (3,92E-04 + 4,09E°° U/gmh) e
hiperoxia-taurina (3,22E%* + 7,32E9° U/gmh).

En el dia P9 la actividad de la CAT de los grupos hiperoxia (3,44E04 +
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6,72E° U/gmh) y control-taurina (3,29E% + 7,70E° U/gmh) fue superior
(Fs=3.69; p<0,05) comparado con el grupo control (1,91E%4+ 5,94E° U/gmh). El
grupo hiperoxia-taurina (2,58E°%* + 1,42E%* U/gmh) mostré una actividad similar
al resto de los grupos analizados.

El dia P12 no se observaron diferencias significativas entre los grupos
control (1,74E°4 + 6,86E-%° U/gmh), control taurina (2,49E°4 + 5,07E-%° U/gmh),
hiperoxia (1,88E°* + 7,94E% U/gmh) e hiperoxia-taurina (2,50E%* + 1,52E%4
U/gmh).

Viabilidad mitocondrial

Los resultados de VM estan representados en la figura 2. El porcentaje de
VM del tejido hepatico de las ratas del grupo hiperoxia (72,13 = 7,05%)
descendi6, comparado con el grupo hiperoxia-taurina (92,89 + 4,58%) (Fs=
36,55; P<0,05).

OCONTROL
B HIPEROXIA

o B
120 : HIPEROXIA-TAURINA

100

[0
o
T

Viabilidad Mitocondrial (%)
S D
o o

[hS]
o
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0 1
Figura 2. Viabilidad mitocondrial del higado de ratas expuestas a hiperoxia desde

el nacimiento hasta el dia postnatal P12. Los superindices indican diferencias
significativas (P< 0,05) entre grupos.
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Andlisis histologico

Histolégicamente, el higado de las ratas del grupo control muestra una
estructura normal tanto en el dia P6 como en P12. En el parénquima, los
hepatocitos se evidencian uniformes, con un nucleo central y un nucléolo
prominente (Figura 3). Mezclados con los hepatocitos se observan los sinusoides
hepéticos por donde circula el tejido sanguineo. En la Figura 3 también se
observa la vena central con un endotelio bien estructurado. En el dia P6 se
observa un corte transversal de la vena central mientras que en P12 se evidencia
un corte longitudinal. Alternando con el parénquima, se puede avistar islotes o
areas productoras de células sanguineas con el predominio de linfocitos y
neutréfilos. Aunque también pueden hallarse células sanguineas inmaduras
(Figura 4). Ademas, se distingue la triada portal conformada por la vena porta, la
arteria hepética y el conducto biliar (Figura 5). Tanto éstas estructuras como el
area portal (tejido conjuntivo que sostiene las estructuras de la triada).

La histologia del higado del grupo hiperoxia, por el contrario, muestra
algunas alteraciones estructurales en comparacion con el grupo control tanto en
el dia postnatal P6 como en P12. Se observan procesos necroéticos en las zonas
circundantes a la vena central (Figura 6). Por otro lado, en contraste con el
higado control, los sinusoides del grupo hiperoxia se evidencian edematizados
(Figura 6). Ademas se perciben procesos necroticos en los islotes de tejido
sanguineos y sus zonas aledafias (Figura 7). Estos islotes estuvieron
conformados principalmente por linfocitos. En la zona portal del sistema porta, se
evidencian procesos de edematizacion (Figura 8).

En el grupo hiperoxia-taurina, sin embargo, el higado guarda una mejor
integridad estructural tanto en dia P6 como en P12. En el parénquima, los
hepatocitos tienen menos acumulacion de gotas lipidicas comparados con el
grupo hiperoxia, los senos venosos no se observan edematizados y la vena

central no muestra procesos necroticos en sus zonas circundantes (Figura 9).




Figura 3. Micrografias a nivel de la vena central del higado de ratas del grupo
control de los dias postnatales P6 y P12. El parénquima, formado por los
hepatocitos, se observa uniforme. El corte de la vena central en P6 es transversal
mientras que en P12 es longitudinal. En ambos dias postnatales el endotelio de

la vena central no muestra alteraciones. Los sinusoides se observan normales.
Hepatocitos: Hep; Vena central: VC; Endotelio capilar: flecha; Sinusoides: asterisco.




Figura 4. Micrografias a nivel de la triada portal del higado de ratas del grupo
control de los dias postnatales P6 y P12. El espacio portal se observa compacto.
En ambos dias postnatales el endotelio de la vena porta no muestra alteraciones.

Los conductos biliares se evidencian bien constituidos. Vena porta: VP; Hepatocitos:
Hep; Arteria hepatica: AH; conducto biliar: CB.




Figura 5. Micrografias del parénquima del higado de ratas del grupo control de
los dias postnatales P6 y P12. Se evidencian islotes de tejido hematopoyético.
En P6 se observa la presencia de neutréfilos y de linfocitos y en P12 se
evidencian linfocitos. Islote hematopoyético: IH; Hepatocitos: Hep; Neutréfilos: Flechas
negras; Linfocitos: Flechas blancas.




Figura 6. Micrografias a nivel de la vena central del higado de ratas del grupo
hiperoxia de los dias postnatales P6 y P12. En las zonas cercanas a la vena

central se observan procesos necrgticos tanto en P6 como en P12. Los sinusoides
se evidencian edematizados en P12. Hepatocitos: Hep; Vena central: VC; Necrosis: Ne;
Sinusoides: asterisco.




Figura 7. Micrografias a nivel de la triada portal del higado de ratas del grupo
hiperoxia de los dias postnatales P6 y P12. El espacio portal se observa
edematizado en ambos dias postnatales analizados. Vena porta: VP; Arteria hepatica:
AH; Conducto biliar. CB; Hepatocitos: Hep; Edematizacion: Ed.




Figura 8. Micrografias del parénquima del higado de ratas del grupo hiperoxia de
los dias postnatales P6 y P12. En ambos dias postnatales analizados se
evidencian islotes de tejido hematopoyéticos. En P6 se observan signos de
necrosis celular. Tanto en P6 como en P12 se nota la presencia solo de linfocitos.
Islote hematopoyeético: IH; Linfocitos: flechas negras; Necrosis: Ne.

18



Figura 9. Micrografias a nivel de la vena central del higado de ratas del grupo
hiperoxia-taurina de los dias postnatales P6 y P12. El parénquima formado por
los hepatocitos se observa compacto. El corte de la vena central en P6 es
longitudinal mientras que en P12 es transversal. En ambos dias postnatales el

endotelio de la vena central se observa normal. Hepatocitos: Hep; Vena central: VC;
Endotelio capilar: flecha; Sinusoides: asterisco.
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Las triadas portales se observan aparentemente bien estructuradas
(Figura 10). En la figura 11 se evidencian islotes de tejido sanguineo sin signos
de edematizacidon ni de necrosis comparados con el grupo hiperoxia. No
obstante, se observo el predominio de linfocitos.
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Figura 10. Micrografias a nivel de la triada portal del higado de ratas del grupo
hiperoxia-taurina de los dias postnatales P6 y P12. El espacio portal muestra una
estructura normal. En ambos dias postnatales el endotelio de la vena porta no

presenta alteraciones. Los conductos biliares se observan bien constituidos. Vena
porta: VP; Hepatocitos: Hep; Arteria hepética: AH; Conducto biliar: CB
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Figura 11. Micrografias del parénquima del higado de ratas del grupo hiperoxia-
taurina de los dias postnatales P6 y P12. En ambos dias postnatales analizados
se evidencian islotes de tejido hematopoyéticos bien estructurados. Tanto en P6

como en P12 se observa la presencia de neutréfilos y linfocitos. Islote
hematopoyético: IH; Neutréfilos: flechas continuas; Linfocitos: flechas punteadas.
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que la taurina fue capaz
de contrarrestar los efectos téxicos de la hiperoxia postnatal en el higado de ratas
recién nacidas.

En los dias postnatales P6 y P9 la actividad especifica de la CAT en el
grupo hiperoxia aumenté en 68% y 45%, respectivamente, comparada con el
grupo control, para luego disminuir a niveles normales el dia P12. La elevada
actividad de la CAT en el grupo hiperoxia el dia P9 se puede justificar por los
altos niveles de H20:2 (que le sirve de sustrato) y segundo por el desarrollo del
sistema antioxidante a esa edad postnatal comprobado por el evidente aumento
de la CAT en el grupo control. La disminucion de actividad catalitica de la CAT
en el grupo hiperoxia para el dia P12 coincide con la leve disminucién observada
en el grupo control. La CAT cataliza la descomposicion del peroxido de hidrégeno
(H202) a agua (H20) y Oz, protegiendo los tejidos contra el dafio oxidativo (De la
Calle, 2008).

Bajo un disefio experimental similar al del presente estudio, Alvarez
(2018), analizé la concentracion de TBARS en el higado. La autora encontré que
la concentracién de TBARS en el grupo hiperoxia aumenté con respecto al control
en 50% en P6, 74% en P9y 41% en P12. Estos resultados concuerdan con la
alta actividad enzimatica de la CAT encontrados en el presente estudio esos
mismos dias postnatales. El descenso de la actividad de la CAT observado el dia
P12 coincide con el descenso de los niveles de TBARS encontrados por Alvarez
(2018) ese mismo dia postnatal.

Por otro lado, Cérdova (2016), analizé la actividad de la CAT en el pulmén
de ratas recién nacidas expuestas a hiperoxia. La autora encontrd que en el grupo
hiperoxia la actividad enzimética de la CAT aumentd con respecto al control
siendo 44% en P6, 54% en P9 y 40% en P12. Se infiere la gran capacidad de
respuesta antioxidante que posee el pulmén de las ratas en la edad perinatal.

La CAT es muy abundante y activa tanto en higado como a nivel

eritrocitario (Aebi, 1984). Las células que conforman el parénquima del higado
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(hepatocitos) contienen una gran cantidad de organelas llamadas peroxisomas y
son las encargadas de almacenar CAT en el citoplasma de los hepatocitos
(Jiménez y Silva, 2003).

Con respecto al grupo hiperoxia-taurina, en el dia P6 los niveles de CAT
aumentaron en un 63% con respecto al grupo hiperoxia, lo que sugiere el
aumento en la actividad de la enzima que podria significar una proteccion del
tejido por parte de la taurina aportada a las crias a través de la leche materna. El
dia P9 los niveles de CAT descienden con respecto a P6 y para el dia P12 la CAT
se observa estabilizada. Se infiere que P6 es el dia de mayor impacto de la
hiperoxia, sin embargo, la taurina con su efecto antioxidante disminuye el estrés
oxidativo e induce al descenso de la actividad de la CAT.

El H202 puede generar dafio oxidativo hacia macromoléculas, y a su vez
es capaz de atravesar las membranas celulares y reaccionar con cloro, hierro o
cobre, formando especies reactivas mas dafiinas, o que se conoce como la
reaccion de Fenton o Haber-Weiss. Cuando el H202 es oxidado con ayuda de la
enzima mieloperoxidasa por el cloro, se genera acido hipocloroso y *OH, ambos,
productos muy reactivos (Stohs y Bagchi, 1995). El acido hipocloroso es
producido principalmente en neutrofilos activados y se ha demostrado que la
taurina puede competir efectivamente con el H202, logrando ser oxidada por el
cloro méas rapidamente, generado un producto estable, la cloramina (Tau-Cl). Las
Tau-Cl estables pueden proteger a la célula de la autolisis (Englert y Scharter,
2002).

Investigando el impacto de la hiperoxia y el efecto antioxidante de la
taurina en el cerebelo de ratas recién nacidas, (Maniscalchi, 2015) hallé
resultados similares al del presente estudio. La autora encontré que los niveles
de catalasa del grupo hiperoxia-taurina aumentaron con respecto al grupo
hiperoxia que no ingirié el aminoécido.

Por otro lado, Abdel-Daim et al. (2019) estudiaron el efecto protector
hepatico-renal de la taurina y la N-acetilcisteina (NAC) contra las lesiones
inducidas por Fipronil (FPN), un pesticida que induce dafio oxidativo. Los autores
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mostraron que el FPN provocé dafio oxidativo indicado por un aumento de la
formacién de malondialdehido (MDA) y éxido nitrico (NO) y una disminucién de
la concentracion de glutation y las actividades de los antioxidantes enzimaticos
(superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa) en los tejidos hepaticos
y renales. Segun los autores, el agotamiento de los agentes antioxidantes, podria
atribuirse a su uso excesivo en la extincién de los radicales libres, producidos
durante el metabolismo de la FPN. La taurina y la NAC, solos o0 en combinacion,
disminuyeron la concentracion de MDA y NO aumentando los niveles de las
enzimas antioxidantes y proporcionando una proteccion hepatorenal significativa
contra el estrés oxidativo y la apoptosis inducida por FPN.

En relacion a la viabilidad mitocondrial (VM), se observé un descenso
importante en el porcentaje de VM en el higado del grupo hiperoxia. Las
mitocondrias son los principales consumidores de Oz molecular dentro de las
células durante la respiracion aerdbica; aunque la mayor parte del oxigeno
consumido se reduce a agua (H20), el O2 se reduce, parcialmente, dentro de la
cadena transportadora de electrones mitocondrial resultando en la generacién
ERO (Kaeling, 2005). La formacién enddégena ERO en la respiracion aerdbica se
incrementa, draméticamente, bajo condiciones de estrés oxidativo (Garcia y
Fernandez, 2006). Posiblemente, el estrés oxidativo causé un aumento en los
radicales libres (RL) y las ERO y por consiguiente una mayor lipoperoxidacion,
trayendo como consecuencia la disfuncion mitocondrial en el higado. Los RL
pueden causar la peroxidacion de lipidos, la fragmentacion del ADN y la oxidacion
de proteinas en multiples tipos de células (Wang et al., 2015).

El bajo porcentaje de VM observado en el grupo hiperoxia del presente
estudio podria ser explicado por una elevada lipoperoxidacién tal como lo
demostré Alvarez (2018) en el higado de ratas expuestas a hiperoxia postnatal.
Esta autora también observo una disminucion en la concentracion de tioles
totales al igual que Ibarreto (2017) en tioles solubles en acido. Segun Ibarreto
(2017), la exposicion a hiperoxia posiblemente generé una mayor cantidad de

ERO, a través de la cadena transportadora de electrones contribuyendo a la
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disminucién de los niveles de TSA. Cabe destacar, que las mitocondrias tienen
una alta tasa de respiracion y en consecuencia producen una alta tasa de ERO.
Para combatir el principal ERO, el H202, las mitocondrias estan dotadas de un
eficiente sistema antioxidante como lo es el sistema glutation. El glutation
mitocondrial (INnGSH) desempefia un papel esencial en la defensa mitocondrial
contra la constante generacion de ERO. Por lo tanto el agotamiento de mGSH,
puede ser perjudicial para la célula, ya que conduce a mayores niveles de ERO
y especies reactivas de nitrégeno, modificando los componentes mitocondriales
oxidativos, provocando la disfuncién mitocondrial y el agotamiento de ATP (Zhou,
2000; Lu, 2009). Se infiere la disminucion del glutation (GHS) pudo haber sido el

causante del descenso de la VM observada en el presente estudio (Zhou, 2000).

Resultados similares a los del presente estudio fueron obtenidos por
Calzadilla y Caraballo (2016), donde analizando la VM en el corazén de ratas
recién nacidas expuestas a hiperoxia, reportaron un descenso significativo en el

porcentaje de VM con respecto al grupo control.

En el grupo hiperoxia-taurina el porcentaje de VM en el higado fue superior
comparada con el grupo hiperoxia. Jong et al. (2012) reportaron que la taurina
juega un papel antioxidante en la proteccién de la estructura y la funcién
mitocondrial. Estos investigadores encontraron que la deficiencia de taurina
reduce la expresion de los componentes de la cadena respiratoria requeridos
para la traduccién normal de las proteinas codificadas por las mitocondrias. La
cadena respiratoria disfuncional bien sea por estrés oxidativo o por cualquier otra
alteracion, puede acumular donadores de electrones, desviando los electrones
de la cadena respiratoria al oxigeno y formando aniones superédxido en el
proceso. Se infiere que la taurina puede servir como un regulador de la sintesis
de proteinas mitocondriales; por lo tanto, mejora la actividad de la cadena de
transporte de electrones y protege las mitocondrias contra la generacion excesiva
de superoéxido (Hansen et al., 2010).

El elevado porcentaje de VM en el grupo hiperoxia-taurina hallado en el

trabajo actual concuerda con los resultados de Alvarez (2018) quien encontré que
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la taurina disminuy6 significativamente la concentracion de TBARS, aumento la
concentracion de tioles totales y protegi6 la estructura del higado demostrando
su caracter antioxidante. Posiblemente la taurina ayudo a crear las condiciones
adecuadas para que se preservaran las membranas mitocondriales y se
mantuvieran los complejos de la cadena respiratoria dando paso a un mayor
porcentaje de VM en el higado de las ratas del grupo hiperoxia-taurina.

Resultados similares al del presente estudio fueron hallados por Calzadilla
y Caraballo (2016). Estas autoras analizaron el porcentaje de viabilidad
mitocondrial en el corazén ratas en desarrollo expuestas a hiperoxia postnatal y
tratadas con taurina.

Resultados similares fueron hallados por Calzadilla y Caraballo (2016)
quienes trabajaron con un disefio experimental similar al del trabajo actual. Las
autoras observaron un alto porcentaje de VM en el corazdn de ratas expuestas a
hiperoxia y tratadas con taurina comparadas con el grupo hiperoxia. Segun
Chang et al. (2012), la taurina posee una serie de propiedades citoprotectoras a
través de su accion como osmoregulador, antioxidante, antiinflamatorio y
estabilizador de membranas celulares.

Los estudios histolégicos del higado en las ratas del grupo hiperoxia
mostraron alteraciones histopatoldgicas. Procesos de necrosis y edematizacion
se observaron en el parénquima hepético, alrededor de la vena central en los
islotes productores de tejido sanguineo y en los sinusoides. La necrosis se ha
definido como la muerte patoldgica de un conjunto de células provocada por una
pérdida en el control de la permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica
gue conlleva al detrimento de la homeostasis celular (Syntichaki y Tavermarakis,
2002). Estos procesos son, sin duda, producto del estrés oxidativo causado por
la hiperoxia. El edema se debe a que los RL y las ERO oxidan los acidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos que conforman la bicapa lipidica de las
membranas celulares y mitocondriales abriendo brechas por donde entra agua
causando la tumefaccion celular y en consecuencia el edema mitocondrial

(Vaquero, 2005). Las mitocondrias son muy susceptibles al oxigeno ya que bajo
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hiperoxia se rompe el equilibrio oxidante-antioxidante que ellas tienen para su
supervivencia causando su disfuncion.

Ibarreto (2017) y Alvares (2018), analizaron el efecto de la hiperoxia sobre
la ultraestructura y la estructura del higado de ratas recién nacidas y encontraron
numerosas alteraciones. Ultraestructuralmente, Ibarreto (2017) encontré que la
hiperoxia ocasioné la muerte significativa de un gran nidmero de mitocondrias, la
distorsion del reticulo endoplasmatico rugoso y células de Kuffer alteradas.
Estructuralmente, Alvares (2018) observo la acumulacion de gotas lipidicas en el
citoplasma de los hepatocitos, edemas, procesos fibrilares en la zona portal y
procesos necroticos.

Con respecto a los islotes de tejido sanguineo en el parénquima de higado,
se infiere que la presencia casi exclusiva de linfocitos en los islotes del grupo
hiperoxia pudo haber ocurrido como una respuesta a los procesos de
edematizacion y necrosis productos del estrés oxidativo en este grupo
experimental.

Analizando las etapas del desarrollo de la hematopoyesis en el embrién
de ratones, Cafiete (2012) encontr6 que el higado es un dérgano
fundamentalmente hematopoyético. Esta etapa es llamada “fase hepatica de la
hematopoyesis” y ocurre entre los estadios embrionarios E10 - 14 cuando se
produce el mayor crecimiento del volumen celular eritroide. Las primeras células
madre hematopoyéticas (CMHSs) se detectan a partir del estadio E11,5. Es en el
higado donde, entre los estadios E12 - E14, se produce la mayor expansion de
CMHs en todo el embrién (50 - 100 veces). Los estudios de Alexander et al.
(1997) demostraron que el higado de la rata Sprague-Dawley alcanza la madurez
completa en el dia postnatal 28. Como las ratas nacen inmaduras, el higado
postnatal aun conserva la funcion hematopoyética pero no tan intensa como en
la etapa fetal; esto lo hace conjuntamente con el bazo y la medula 6sea (Cafiete,
2012). Segun Rojas (2017), la hiperoxia ocasiond dafios severos al bazo tales
como necrosis e inflamacion, asi como pérdida de la integridad estructural de la

pulpa blanca.
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En el grupo hiperoxia-taurina, los resultados muestran que la taurina
aminoré la aparicién de procesos necréticos y de edematizacion en el tejido
hepético. La accion antiinflamatoria es otra propiedad notable de la taurina, que
ejerce este efecto con la formacion de Tau-Cl en los neutroéfilos activados. Tau-
Cl tiene propiedades antiinflamatorias y se considera un modulador fisioldgico de
la respuesta inflamatoria (Schuller y Park, 2004). Los datos han demostrado que
Tau-Cl se puede transportar activamente a los leucocitos y puede regular la
produccion de mediadores inflamatorios (Schuller y Park, 2003). Se ha
demostrado que la Tau-Cl inhibe la sintesis y produccion de sustancias
proinflamatorias, ERO y especies reactivas de nitrégeno en células inflamatorias
(Burini et al., 2018).

Ibarreto (2017) y Alvarez (2018) analizaron el efecto de la taurina sobre el
higado de ratas recién nacidas expuestas a hiperoxia y encontraron que la taurina
protegio la estructura de éste 6rgano evitando en gran parte, los procesos de
edematizacion, necrosis y procesos fibrilares. La taurina también evité en gran
medida la acumulacion de gotas lipidicas en el citoplasma de los hepatocitos.
Ibarreto (2017) reporté que la taurina ayudd a disminuir la cantidad de
mitocondrias y reticulos endoplasmatico rugoso alterados. Por otro lado, Rojas
(2017) encontro que la taurina, aplicada a las ratas expuestas a hiperoxia, mejoré
la capacidad antioxidante del bazo aumentando la concentracion de tioles y
protegiendo su estructura de los efectos toxicos del oxigeno.

Los resultados emanados de este estudio sostienen que la
taurina preserva el higado de las ratas recién nacidas expuestas a
hiperoxia perinatal contra el estrés oxidativo aumentando los niveles de catalasa,
protegiendo la viabilidad mitocondrial y evitando las alteraciones

estructurales del tejido hepatico.
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CONCLUSIONES

De este estudio se desprende que los altos niveles de oxigeno causaron
un aumento en la actividad de la CAT en el higado de las ratas del grupo hiperoxia

quizds como una proteccion del érgano contra el estrés oxidativo. La hiperoxia

29



también provocoé la disfuncibn mitocondrial y procesos de necrosis y
edematizacion del parénquima hepatico y de su sistema vascular. La ingesta de
taurina a través de la leche materna aumenté la produccién de CAT, incremento
significativamente la viabilidad mitocondrial y protegio la estructura del tejido
hepatico de la accion toxica de la hiperoxia postnatal.

Se sugiere que la taurina acta como un potente antioxidante ante los
efectos toxicos de la hiperoxia postnatal. No obstante, alin se requiere de muchos
estudios antes de ser implementado como terapia en las unidades de cuidados

intensivos neonatales.
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APENDICES

Apéndice 1. Andlisis de varianza de la concentracién de CAT en el higado de
ratas del dia P6, de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-taurina. Sc: sumas
cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad

Fuente de variable Sc Gl Mc Fs P
A:TRATAMIENTOS 5,0035E-7 3 1,66783E-7 44,25 0,0000
RESIDUOS 3,5454E-8 20 1,7727E-9
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TOTAL

5,3580E-7

Apéndice 2. Contraste multiple de rango de la concentracion de CAT en el higado
de ratas del dia P6, de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-taurina. f:

frecuencia, M: media, Gh: grupos homogéneos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
Control 6 0,0000383 X
Hiperoxia 6 0,0001177 X
Hiperoxia taurina 6 0,000322 X
Control-taurina 6 0,0003913 X

Contraste Diferencia

Control - Control-taurina

Control - Hiperoxia

Control - Hiperoxia taurina
Control-taurina - Hiperoxia
Control-taurina - Hiperoxia taurina
Hiperoxia - Hiperoxia taurina

*-0,000353533
*-0,0000793667
*-0,0002837
*0,000274167
*0,0000698333
*-0,000204333

*Indica una diferencia significativa

Apéndice 3. Andlisis de varianza de la concentracion de CAT en el higado de
ratas del dia P9, de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-taurina. Sc: sumas
cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadréticas, Fs: Fisher y P: probabilidad

Fuente de variable Sc Gl Mc Fs P
A:-TRATAMIENTOS 8,20637E-8 03 1,89578E-8 3,69 0,0290
RESIDUOS 1,48182E-7 20 9,40473E-9
TOTAL 2,30245E-7 23
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Apéndice 4. Contraste multiple de rango de la concentracién de CAT en el higado
de ratas del dia P9, de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-taurina. f:

frecuencia, M: media, Gh: grupos homogéneos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
Control 6 0,00019819 X
Hiperoxia taurina 6 0,000258 XX
Control-taurina 6 0,000329 X
Hiperoxia 6 0,00034417 X

Contraste Diferencia
Control - Control-taurina *-0,000138333
Control - Hiperoxia *-0,000146

Control - Hiperoxia taurina
Control-taurina - Hiperoxia

Control-taurina - Hiperoxia taurina

Hiperoxia - Hiperoxia taurina

-0,0000598333
-0,0000151667
0,000071
0,0000861667

*Indica una diferencia significativa

Apéndice 5. Andlisis de varianza de la concentracion de CAT en el higado de

ratas del dia P12, de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-taurina. Sc: sumas
cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad

Fuente de variable Sc Gl Mc Fs P
A:TRATAMIENTOS 2,64325E-8 03 8,29216E-9 1,02 0,4035
RESIDUOS 1,72269E-7 20 1,03294E-8
TOTAL 1,98701E-7 23

Apéndice 6. Contraste multiple de rango de la concentracion de CAT en el higado
de ratas del dia P12, de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-taurina. f:

frecuencia, M: media, Gh: grupos homogéneos.



Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo f M Gh
Control 6 0,0001738 X
Hiperoxia 6 0,0001886 X
Hiperoxia taurina 6 0,0002438 X
Control-taurina 6 0,0002495 X

Contraste Diferencia
Control - Control-taurina -0,00007
Control - Hiperoxia -0,0000148333
Control - Hiperoxia taurina -0,0000756667
Control-taurina - Hiperoxia 0,0000551667
Control-taurina - Hiperoxia taurina -0,00000566667
Hiperoxia - Hiperoxia taurina -0,0000608333

*Indica una diferencia significativa
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grupos se les colocé una solucion taurina al 3% (240 umol/l) como agua de beber
(grupos hiperoxia-taurina) y a los dos grupos restantes se les coloco solamente
agua filtrada (grupos Hiperoxia). En otra incubadora pero en normoxia (21% 02),
se ubicaron cuatro grupos similares identificados como grupos control y control-
taurina. El andlisis histologico se realiz6 el dia posnatal 6 y 12 (P6 y P12),
mientras que el analisis bioquimico se realiz6 los dias postnatal 6, 9y 12 (P6, P9
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7,70E-05 U/gmh) fue significativamente superior (Fs= 3.69; p<0,05) comparados
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hepaticos y procesos de necrosis en las zonas circundantes a la vena central. En
el grupo hiperoxia-taurina la estructura del tejido hepético se observdo mejor
conservada estructuralmente comparada con el grupo hiperoxia. Se sugiere que
altos niveles de oxigeno causaron el aumento de la actividad de la CAT en el
higado del grupo hiperoxia quizds como una proteccién del 6rgano contra el
estrés oxidativo. La hiperoxia también provoco la disfuncibn mitocondrial y
procesos de necrosis y edematizacion del parénquima hepatico y de su sistema
vascular.
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VRAC N° 696/2009”.

Letdo el oficio SIBI - 139/2009 defecha 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 cuestién.

UNWE“%W&Q{L% a usted a los fines consiguientes.
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C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los Nicless, Coordinador General de
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Contralorta Interma, Consultoria Juridica, Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,

& Direccién de Computacitn, Coordinacitn de Teleinformatica, Coordinacisn General de Postgrado.
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Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso- 6/6

Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a
partir del Il Semestre 2009, segun comunicacion 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”.

Miguel Campos
AUTOR
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Profa. luz Marina-Rbjas Profa. Patricia Velasquéz =
ASESOR ACADEMICO COASESOR ACADEMICO
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