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RESUMEN

Se evalud el efecto protector de la taurina contra el dafio oxidativo en el
intestino de ratas recién nacidas expuestas a hiperoxia. Para esto, cuatro
grupos de animales constituidos por 10 crias y sus madres, fueron colocados en
una incubadora a 80 + 1% de O,, desde el primer dia de nacimiento y hasta los
dias postnatales P6, P9 y P12. A dos de los grupos se les colocé solucién de
taurina al 3% contenida en el agua de beber de la madre (grupos hiperoxia-
taurina) y a los otros dos grupos se les colocé solo agua filtrada (grupos
hiperoxia). Similarmente, cuatro grupos de igual niumero a los de hiperoxia, pero
expuestos a normoxia (21% O,) fueron tomados como control. A dos grupos se
les agreg6 agua con solucién de taurina (grupos control-taurina) y a los otros
dos solo agua (grupo control). Mediante técnicas espectrofotométricas se
determind la concentracion de TBARS, tioles totales y proteinas. Los resultados
mostraron que el intestino de las ratas expuesto a hiperoxia presentd un
significativo aumento en la concentracion de TBARS, lo que condujo a una alta
peroxidaciéon lipidica. La concentracion de tioles totales en los individuos
expuestos a hiperoxia se mantuvo en los niveles normales independientemente
de la ingesta de taurina. La disminucion de las proteinas fue significativa en los
dias P9 y P12. El efecto de peroxidacién sobre las proteinas, se acentla a
mayor tiempo de exposicion de hiperoxia y la taurina no revierte el efecto
oxidativo en el intestino delgado. En las ratas neonatos expuestas a hiperoxia,
se observo una leve accidon protectora de la taurina en el intestino, el cual
resultd ser muy susceptible a la accion destructiva de las ERO.

Vi



INTRODUCCION

En el Utero, el feto vive en un ambiente de hipoxemia relativa; comparada
con la atmosférica (Vento, 2012). La transicion fetal-neonatal presume un paso
de la presién parcial de oxigeno (O,) de 25-30 mmHg a 85-90 mmHg en pocos
minutos. La saturacion arterial de oxigeno preductal (mano derecha) que se usa
en sala de partos para reanimacion cardiopulmonar del recién nacido, pasa de
50-60% a 90% en varios minutos (Finer y Leone, 2009).

El balance entre hipoxemia e hiperoxemia es necesario para evitar
consecuencias negativas en tejidos especialmente sensibles, como el sistema
nervioso central, principalmente, el cerebelo y la retina, el pulmén y el aparato
digestivo. La exposicién a largo plazo a niveles relativamente altos de oxigeno
durante el desarrollo de los 6rganos es una situacién clinica que es exclusiva de
los bebés prematuros y enfermos a término (Giannone et al.,, 2007). La
inhalacion de oxigeno, aunque mejora el estado hemodinamico y atenua la
respuesta inflamatoria después de una reperfusion intestinal isquémica, podria
también potenciar la lesion por reperfusién al aumentar la formacion de
radicales libres en el intestino (Sukhotnik et al., 2009).

El estrés oxidativo es un desbalance entre la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y los sistemas de defensa antioxidante, enzimaticos
0 no, debido, principalmente, a procesos inflamatorios, deficiencia del sistema
inmune y factores ambientales que impiden al organismo controlar la reaccion
en cadena de las ERO (Baskin et al., 2000). Este desbalance interviene tanto
en procesos de lipoperoxidacion de las membranas y organelos celulares como
en la peroxidacion de &cidos nucleicos (Martinez et al., 2010).

Los estudios en animales han demostrado que la hiperoxia neonatal
lesiona el intestino delgado distal. Giannone et al. (2007) evaluaron si la
exposicion posnatal a la hiperoxia (85% de O,) altera el crecimiento y la funcion
intestinal en ratas nacidas naturalmente, encontrando a las dos semanas de

edad, que el grosor de la mucosa ileal fue significativamente mayor en el grupo



criado en oxigeno, mientras que el grupo expuesto al aire ambiental demostré
una concentracion de la enzima Oxido nitrico sintetasa Il significativamente
mayor que el grupo de hiperoxia en las vellosidades y mucosa del intestino
delgado.

El intestino delgado es la porcidn del tracto gastrointestinal que sigue al
estdbmago y precede al intestino grueso. La funcion principal del intestino
delgado es la digestion y la absorcion de los alimentos ingeridos, electrolitos y
vitaminas (Sokolis, 2017). Esta importante especializacion funcional se refleja
en la enorme superficie de la mucosa que es el resultado del revestimiento
ondulado de la misma (Martinez et al., 2012), la cual posee un papel muy activo
como viscera secretora y absorbente, teniendo un abundante suministro de
sangre (Mahadevan, 2017).

Los &cidos biliares componen la bilis, en la que se encuentran formando
sales que actian como detergentes en el intestino delgado, provocando la
emulsién de las grasas que se degradaran posteriormente por la accién de las
lipasas (Hylemon et al., 2009). Con gran frecuencia, los &cidos biliares
aparecen conjugados a taurina y glicina. Asi, por ejemplo, el acido célico
formara los &cidos taurocdlico y glicocélico, formando el grupo de los acidos
biliares secundarios (Schaffer et al., 2000).

La taurina es una molécula pequefia que interviene en la formacion de
la bilis y en otras muchas funciones (Duboc et al., 2014). Contiene azufre, y se
encuentra en concentraciones milimolares en el tejido de los mamiferos, y su
contenido en el tejido se ve alterado por la dieta, la enfermedad y el
envejecimiento (Ito et al., 2014). En la literatura cientifica muchas veces se la
clasifica como un aminodacido, pero al carecer del grupo carboxilo, no es
estrictamente uno. Es un derivado del aminoéacido cisteina que contiene el
grupo tiol, y es el unico acido sulfénico natural conocido (Daneshvar et al.,
2018).

La primera funcion conocida de la taurina en el cuerpo es la conjugacion

de acidos biliares (Daneshvar et al., 2018). Siendo un precursor de la bilis, su
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insuficiencia ralentiza la digestion (Hylemon et al., 2009). Su carencia también
produce trastornos y sintomas cardiocirculatorios, como hipertension o dolor
toracico, asi como disfuncion renal y anomalias del crecimiento (Kiaran y Kirk,
1993). Se ha descubierto una variedad de funciones de la taurina en el sistema
nervioso central desde su desarrollo, en la citoproteccién y el dafio severo a las
neuronas de la retina cuando no es suficiente (Stapleton et al., 1998). Su
exceso incrementa la cantidad de acido Urico y causa artritis. Los principales
organos implicados en el metabolismo de la taurina son el intestino delgado, el
higado y los rifiones (Burini et al., 2018).

El dafio oxidativo en un organismo es medido mediante el incremento de la
peroxidacion lipidica, la cual se determina obteniendo la concentracion de
malonaldehido (MDA) en un tejido; ademas, se valoran los grupos tioles y proteinas,
entre otras sustancias antioxidantes (Wasowicz et al., 1993; Gresner et al., 2016;
Suniaga, 2018).

Se ha determinado el estrés oxidativo ocasionado por la hiperoxia en
ratas recién nacidas y el efecto antioxidante de la taurina. Los resultados
arrojaron un aumento en la concentracibn de MDA; causando procesos de
lipoperoxidacion, disminucién en los niveles de tioles totales y cambios
histolégicos como edema celular y endotelial, vaso obliteracion, procesos de
necrosis, apoptosis en la retina, cerebro, cerebelo, bulbo olfatorio, corazon,
pulmén, rifibn e higado, causando dafios tanto bioquimicos como histologicos
por lipoperoxidacion (Palma, 2008; Rojas, 2015; Cérdova, 2016; Ibarreto, 2017;
Marquez y Vasquez, 2017; Alvarez, 2018; Balbas, 2018). El dafio oxidativo fue
variable dependiendo del grado de desarrollo de cada 6érgano al momento del
nacimiento. En las ratas expuestas a hiperoxia y tratadas con taurina
disminuyeron los niveles de MDA, aumentaron los niveles de los tioles totales y
se observo una proteccion de la histologia en la mayoria de los organos
estudiados comparados con los no tratados (Maniscalchi, 2015; Carvajal, 2015;
Marquez y Vasquez, 2017; Balbas, 2018).



Las especies reactivas de oxigeno aumentan en multiples enfermedades
gastrointestinales y contribuyen a su patogénesis. No obstante, el glutatién
(GSH) y las enzimas dependientes de GSH contribuyen significativamente al
proceso antioxidante intestinal (Lash et al., 1986). EI GSH es un antioxidante
que se encuentra en todos los 6rganos y que, especificamente en el intestino,
ayuda a prevenir el dafio de la mucosa mediada por el oxigeno reactivo.

Ren et al. (2018) analizaron los mecanismos por los cuales el GSH
atenua la lesion inducida por el peréxido de hidrogeno (H20;) en las células
epiteliales intestinales. Estos autores encontraron que el GSH parece mejorar la
lesion oxidativa en las células epiteliales intestinales al atenuar la activacion
mediada por H,O, de las vias de sefalizacion de NF-kB y P38 MAPK que
regulan la inflamacion intestinal y la apoptosis.

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos
susceptibles de ser atacados por los radicales libres, especialmente por radical
hidroxilo (Stadtman, 1992). Dentro de los aminoacidos fisiologicos, la tirosina, la
fenilalanina, el triptéfano, la histidina, la metionina, la cisteina y la leucina son
los que mas procesos oxidativos sufren (Davies et al., 1987; Hohn et al., 2013).

Como consecuencia, la exposicion proteica a los radicales libres puede
dar lugar a un cambio conformacional de la proteina, produciendo asi
modificaciones en su estructura primaria, secundaria y, en ultima instancia,
terciaria, lo cual, a su vez, puede dar lugar a una pérdida o modificacion de su
funcion biolégica, que suele ser irreversible y puede conducir a la
desnaturalizacion de dicha proteina (Dean et al., 1993).

En vista de lo antes expuesto, resulta evidente que existen algunos
estudios que demuestran los efectos negativos que tiene la hiperoxia postnatal
sobre el intestino delgado en desarrollo, como consecuencia de la generacion
de un estrés oxidativo que se origina durante el referido tratamiento. De igual
modo, se ha observado que la taurina posee propiedades antioxidantes,
demostrando efectos benéficos en la recuperacién de los dafios ocasionados

por el referido tratamiento en algunos tejidos; por lo tanto, en este estudio se



plante6 evaluar la influencia de una elevada dosis de oxigeno en la
lipoperoxidacion, concentracion de tioles totales y proteinas totales del intestino

delgado de ratas recién nacidas y el efecto antioxidante de la taurina.



METODOLOGIA

Mantenimiento y apareamiento de las ratas

Para la realizacion de este estudio se utilizaron 24 ratas de la especie
Rattus novergicus, cepa Sprague-Dawley, provenientes del Bioterio de la
Universidad de los Andes (ULA), las cuales fueron trasladadas hasta un
laboratorio del Instituto de Investigaciones en Biomedicina y Ciencias Aplicadas
“Dra. SusanTai” de la Universidad de Oriente (IIBCAUDO). Una vez en el
laboratorio, las ratas se mantuvieron separadas por sexo y agrupadas de 2 a 3
en jaulas de acero inoxidable, para su adaptacion a las nuevas condiciones
ambientales (21°C y ciclos de 12 horas luz-oscuridad controlados
artificialmente).

El mantenimiento de las mismas consisti6 en la vigilancia diaria,
alimentacion con Protinal y colocacion de agua ad libitum. Ademas, se
efectuaron cambios de aserrin de pino, lavado de teteros y limpieza de las
jaulas, dos veces a la semana. Una vez que las ratas alcanzaron la edad
reproductiva adecuada (90 dias) se procedié al apareamiento, para lo cual se
colocaron dos hembras con un macho por jaula, durante 5 dias. Luego se
separaron y reorganizaron como estaban ubicadas inicialmente y se esperé que

transcurriera el periodo de gestacion, que en las ratas es de 21 dias.

Disefio experimental

Una incubadora de plexiglas transparente se dividi6 en cuatro
compartimientos; se colocaron, en cada uno de éstos, 10 ratas recién nacidas
(crias) con su respectiva madre, constituyendo asi un total de 4 madres y 40
crias en la incubadora. Dos de las madres ingirieron solucion de taurina Sigma
al 3% (240 pumol/l) en el agua de beber (grupo hiperoxia-taurina), y los dos
restantes solo agua filtrada (grupo hiperoxia).

Inmediatamente después del nacimiento, las crias fueron expuestas a

hiperoxia (80% + 1% de oxigeno), y tuvieron tres interrupciones diarias en



normoxia (21% de oxigeno). Cada interrupcion tuvo una duraciéon de 30
minutos, segun el protocolo sugerido por Lachapelle et al. (1999) y Rojas et al.
(2005). El nivel de oxigeno en la incubadora fue mantenido a 80% + 1%,
utilizando un analizador de oxigeno 7820 Oxygen Monitoring System, el cual fue
calibrado diariamente.

Paralelamente, en una caja similar se colocaron el mismo numero de
madres y de crias descritas anteriormente, las cuales recibieron tratamientos
idénticos al grupo anterior, es decir, con taurina y sin taurina en el agua de
beber de la madre, pero en condiciones de normoxia (21% de oxigeno). Estos
representaron al grupo control.

Con el fin de evitar las complicaciones pulmonares que con frecuencia
son sefaladas en las ratas adultas expuestas a altas concentraciones de
oxigeno, cada 24 horas las madres sometidas a hiperoxia fueron
intercambiadas con las madres controles que recibian el mismo tratamiento; de
manera que, las madres en hiperoxia que tomaron taurina, se intercambiaron
con las madres controles que también la tomaron; y las madres en hiperoxia
que ingirieron sélo agua filtrada, se cambiaron con las madres controles que
bebieron lo mismo (Lachapelle et al., 1999; Radford, 2010).

Andlisis bioquimico

Para el analisis bioquimico se utilizaron seis especimenes por cada
tratamiento y periodo experimental, los cuales fueron sacrificados por decapitacion y
posteriormente se les extrajo el intestino delgado, el cual fue almacenado en tubos

Ependorff a -40°C hasta el dia posterior al analisis bioguimico.

Concentracion de TBARS

La peroxidacion de lipidos se determind por el método de analisis de
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), el cual se fundamenta en
la cuantificacion colorimétrica de uno de los principales productos de la
peroxidaciéon de lipidos, el malonaldehido (Ohkawa et al., 1979). La



descomposicion de los hidroperéxidos genera TBARS, el cual puede reaccionar
con el acido tiobarbitarico (TBA) para formar el complejo TBA-TBARS-TBA, que
tiene un pico de absorbancia entre 532 y 535 nm.

Para la determinacion de la peroxidacion lipidica, se pesaron 0,10 g de
intestino delgado y se homogeneiz6 el tejido en 2 ml de buffer fosfato de potasio
100 mmol/l (4°C) pH 7,4 en frio. Seguidamente, se centrifug6 el homogeneizado
a 2200 g por 15 min, se tomaron 250 ul del sobrenadante, y se llevé a bafio de
Maria por 10 min a 37°C, después a bafio de hielo. Inmediatamente, se le
adicionaron 250 pl de stock mix frio (acido tricloroacético al 20%, HCI 1 mmol/l)
y 500 ul de TBA al 1%, se agitaron y se llevaron a un segundo bafio de Maria a
90°C durante 60 min, con agitacion suave y constante. Luego, los tubos se
colocaron nuevamente en un bafio de hielo por 10 min y posteriormente se
centrifugaron a 1500 g por 10 min a 4°C.

Finalmente, el sobrenadante se transfirié a la celda del espectrofotdmetro
para su medicion a 532 nm, con un blanco constituido por todos los reactivos, a
excepcion del extracto. Los resultados fueron expresados en pmol de TBARS

por gramos de masa humeda (gmh).

Tioles totales (-SH)

La concentracion de tioles se determind de acuerdo a la técnica
fundamentada en la cuantificacion de grupos -SH libres y asociados a proteinas
mediante la reaccion del acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), hasta
formar el anion 2-nitro-5-benzoato. (Ellman, 1959).

Se pesaron 0,10 g de tejido en una balanza analitica, y se procedi6 a
homogeneizar en tubos de ensayo con una cantidad adecuada de buffer fosfato
de potasio 100 mmol/l pH 7,6 calculada segun el peso exacto del tejido. El
homogeneizado se centrifugd a 4000 rpm durante 20 min y del sobrenadante se
tomo la muestra a analizar.

En la cubeta de experimentacién se agregaron 50 pyl de DTNB 2 mmol/l,
1000 pl de buffer tris 100 mmol/l pH 8,0; 840 pl de agua destilada y 10 ul del



homogeneizado se dej6é incubar por 10 min. Seguidamente, se leyo la
absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de 412 nm. Los

resultados fueron expresados en pmol por gmh.

Proteinas totales

La determinacion de proteinas se realiz6 mediante la técnica de Biuret, la
cual se fundamenta en la formacion de un compuesto azul violeta mediante la
produccion de un enlace covalente coordinado entre el idn cuprico y la proteina,
cuando esta Ultima se encuentra en medio alcalino. Una condicion
indispensable para la positividad de la reaccion es que el compuesto analizado
posea al menos dos enlaces peptidicos en su estructura. El color formado
responde al principio de Lambert y Beer (Garcia, 2012), por lo tanto, es posible
la cuantificacibn de las proteinas presentes en una muestra desconocida,
mediante la comparacion de la absorbancia de dicha muestra con la de los
estandares de concentracion conocida. Esta técnica recibe su nombre gracias
al color que produce la condensacion de dos moléculas de urea, conocida en
aleméan como Biuret (Ferndndez y Galvan, 2000).

Para la preparacion del reactivo de Biuret se pesaron 1,5 g de sulfato de
cobre 1l (CuS0O,4.5H,0), 6,0 g de tartrato de sodio (C4HsNaxOg) y se diluyd en
500 ml de agua destilada. Por otro lado, se pesé 30 g de hidréxido de sodio
(NaOH) y se diluyé en 300 ml de agua destilada. Se mezclaron ambas
soluciones y se complet6 con agua destilada hasta los 1000 ml de aforo.

Finalmente, se agregd en una cubeta de experimentacion 100 ul del
homogeneizado y 900 pl del reactivo de Biuret, se mezcld por inversion y se
midié la absorbancia en el espectrofotbmetro a 540 nm, con un blanco
constituido por todos los reactivos a excepcion del homogeneizado. Los
resultados fueron expresados en pg/gmh.



Analisis de datos

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un disefio de
ANOVA simple para cada periodo posnatal con un 95% de confiabilidad. Para
esto, se utilizé un paquete estadistico Statgrafic Plus, version 5.1, en ambiente
Windows a fin de establecer diferencias de significacion estadistica entre los
valores medios obtenidos en los distintos tratamientos empleados, para el
contraste a posteriori se utilizé la prueba Duncan (Sokal y Rohlf, 1979).

Los resultados fueron presentados calculando las medias de los datos
obtenidos y la desviacion estandar. Estos célculos fueron expresados mediante
graficas, las cuales se hicieron con la ayuda del programa Excel.
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RESULTADOS
Concentracion de TBARS

Los resultados de la concentracion de TBARS en el intestino se muestran

en la figura 1.
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Figura 1. Comparaciéon de la concentracion de TBARS en el intestino de ratas
Sprague-Dawley en los grupos: control, control-taurina, hiperoxia, e hiperoxia-

taurina en los dias postnatales P6, P9 y P12. Los superindices (a, b y ¢ ) indican
diferencias entre grupos.

En los tres dias de experimentaciéon P6, P9 y P12, los valores de TBARS
estan significativamente, elevados en los grupos hiperoxia e hiperoxia-taurina
con respecto a los grupos control y control-taurina (Apéndices 2, 4y 6).

En el dia P6 no se observd una diferencia significativa en la
concentracion de TBARS entre los grupos hiperoxia (7,05 = 1,00 pmol/gmh) e
hiperoxia-taurina (6,57 + 2,09 umol/gmh). Sin embargo, esos dos grupos
mostraron una concentracion significativamente mayor, comparados con el
grupo control (1,59 = 0,37 umol/gmh) y control-taurina (0,69 = 0,26 umol/gmh)
(Fs: 37,96; p< 0,001).
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El dia P9 la concentracion de TBARS mostr6 un comportamiento similar
al observado en P6. En el grupo hiperoxia esta concentracién fue similar (4,82 +
0,33 umol/gmh) a la del grupo hiperoxia-taurina (5,52 £+ 0,90 umol/gmh) aunque
el Anova revel6 diferencias significativas. Estas dos concentraciones fueron
significativamente mayores a las de los grupos control (0,71 + 0,14 umol/gmh) y
control-taurina (0,91 + 0,24 pumol/gmh) (Fs: 155,72; p< 0,001).

En P12, al igual que en P6 y P9 los grupos hiperoxia (3,80 £ 0,92
pmol/gmh) e hiperoxia-taurina (3,67 + 0,39 pmolg/gmh) mostraron una
concentracion significativamente superior a los grupos control (0,30 + 0,39
pmol/gmh) y control-taurina (0,24 + 0,07 umol/gmh) (Fs: 93,85; p< 0,001).

Tioles totales (-SH)
Los resultados de la concentracién de tioles totales en el intestino se

muestran en la figura 2.

45 oCONTROL mCONTROL-TAURINA

EHIPEROXIA mHIPEROXIA-TAURINA
40 | b
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o (4]
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Tioles Totales (umol/gmh)
- - [\ [}
o ($)] o (6)]
o
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o
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Q
(o
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P6 P9 P12

Dias post-natales

Figura 2. Comparacion de la concentracion de tioles totales en el intestino de
ratas Sprague-Dawley en los grupos: control, hiperoxia, e hiperoxia-taurina en

los dias postnatales P6, P9 y P12. Los superindices (a, b y ¢ ) indican diferencias entre
grupos.
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En P6, el grupo hiperoxia mostr6 una concentracion de tioles totales (8,27 +
1,73 pg/gmh) superior a los grupos hiperoxia-taurina (4,29 + 1,55 umol/gmh) y
control (4,92 £ 0,81 umol/gmh). Sin embargo, el grupo control-taurina fue quien
presento la mayor concentracion de tioles totales. (Fs: 19,34; p < 0,001).

En P9, el grupo hiperoxia mostr60 una concentracion de tioles totales
(10,08 = 3,28 pmol/gmh) similar a los grupos hiperoxia-taurina (17,19 + 4,82
pmol/gmh) y control (6,66 + 1,67 umol/gmh). Sin embargo, el grupo control-
taurina mostrd una concentracién de tioles totales muy superior a los grupos
anteriores (20,35 + 2,37 pumol/gmh) (Fs: 21,66; p < 0,001).

En P12, el grupo hiperoxia mostré6 una concentracion de tioles totales
(14,25 £ 3,88 umol/gmh) estadisticamente igual a los grupos hiperoxia-taurina
(11,40 + 1,31 pmol/gmh), control (18,43 + 2,06 pmol/gmh) y control-taurina
(10,40 £ 1,57 umol/gmh) (Fs: 5,66; p < 0,01). El grupo control-taurina presento

diferencias significativas con los grupos control e hiperoxia-taurina.

Proteinas Totales

Los resultados de la concentracién de proteinas totales en el intestino se
observan en la figura 3.

En general esta concentracion es mas baja en los grupos de ratas
expuestos a hiperoxia comparados con los grupos controles.

En P6, no se observo diferencias significativas entre los grupos hiperoxia
(0,14 £ 0,02 pg/gmh), hiperoxia-taurina (0,15 £+ 0,03 pug/gmh) y control (0,16 +
0,01 pg/gmh). La mas alta concentracion de PT fue encontrada en el grupo
control-taurina (0,19 + 0,04 pg/gmh) (Fs: 4,44; p < 0,05).

En P9 no se observé diferencias significativas en la concentracion de PT
entre los grupos hiperoxia (0,19 + 0,02 pg/gmh) e hiperoxia-taurina (0,18 £ 0,02
pg/gmh). Estos dos grupos mostraron una concentracion significativamente
inferior comparados con los grupos control (0,23 + 0,01 pug/gmh) y control-
taurina (0,25 + 0,02 pg/gmh) quienes fueron estadisticamente iguales. (Fs:
18,42; p < 0,001).
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En P12 la concentracibn de PT aumentd en todos los tratamientos

analizados. Al igual que en P9 no se observé diferencias significativas entre los

grupos hiperoxia (0,21 + 0,03 ug/gmh) e hiperoxia-taurina (0,21 + 0,04 pg/gmh).

En estos dos grupos la concentracion fue evidentemente mas baja en contraste

con los grupos control (0,27 = 0,04 pg/gmh) y control-taurina (0,26 + 0,03

pg/gmh) quienes fueron estadisticamente iguales (Fs: 4,79; p < 0,01).
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Figura 3. Comparacion de la concentracion de proteinas totales en el intestino
de ratas Sprague-Dawley en los grupos: control, control-taurina, hiperoxia, e

hiperoxia-taurina en los dias postnatales P6, P9 y P12. Los superindices (ay b )
indican diferencias entre grupos.
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio demostraron que la hiperoxia
postnatal causd cambios bioquimicos significativos en el intestino delgado de
las ratas.

Comparado con el grupo control, la concentracion de TBARS fue 4 veces
superior en P6, 8 veces en P9 y 12 veces en P12. Cuando la concentracion de
TBARS aumenta significativamente por encima de los niveles normales se
infiere que hay estrés oxidativo en el tejido. El importante incremento de la
peroxidacion lipidica en el intestino delgado en el grupo hiperoxia denota la gran
susceptibilidad de este 6rgano a las altas concentraciones de oxigeno. El
intestino es inmaduro en las dos primeras semanas después del nacimiento, lo
que aumenta la susceptibilidad de los animales recién nacidos a la hiperoxia
(Chou y Chen, 2017).

El estrés oxidativo se genera cuando la produccion de radicales libres
supera la capacidad del sistema de defensa antioxidante del organismo. El
proceso de estrés oxidativo comienza en las mitocondrias (Huerta et al., 2005).

En condiciones normales, durante el proceso de produccién de ATP, las
mitocondrias generan una gran cantidad de radicales libres y entre ellos uno de
los mas dafinos es el anion superéxido (O;") (Freeman y Crapo, 1981). No
obstante, estas organelas producen en su interior la enzima superoxido
dismutasa (SOD) que convierte este anién en peroxido de hidrégeno (H2O2) que
es una especie reactiva de oxigeno (ERO) menos dafiina. Por otro lado, dentro
de las mitocondrias la enzima glutatiéon peroxidasa (GPx) convierte el H,O; en
H,O y O,. Si el H,O, se combina con el hierro (Fe) forma el ion y anion hidréxido
(HO") que son muy perjudiciales para las células, ya que producen peroxidacion
lipidica, que no es mas que la destruccién del sistema de membranas de las
células, oxidacién de proteinas y ADN causando necrosis y/o apoptosis (Gordo
et al., 2009).
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Bajo condiciones de hiperoxia, las mitocondrias producen una mayor
cantidad de superdxidos altamente activos, peréxido de hidrogeno y otros
productos toxicos que resultan no solo en dafio pulmonar irreversible e
hipertension pulmonar en la edad adulta, sino también en otros érganos entre
los que se incluye el intestino (Guerra, 2001).

Chen y Chou (2016) analizaron la alteracién de la barrera intestinal en
ratas Sprague-Dawley recién nacidas expuestas a hiperoxia. Los resultados
arrojaron que el estrés oxidativo estimulé el intestino para producir una variedad
de citosinas proinflamatorias como la interleuquina 6 (IL6) y sugieren que el
estrés oxidativo es la principal causa de lesion intestinal en los recién nacidos.
Recientemente, Liu et al. (2020) investigaron el impacto de la hiperoxia (80-
85% de O,) sobre el intestino delgado de ratas Sprague-Dawley recién nacidas
y encontraron que la exposicion prolongada a hiperoxia terapéutica puede
inducir efectos secundarios graves a las células epiteliales intestinales.

Bajo un disefio similar al del presente estudio Marquez y Vasquez
(2017), estudiando el efecto de la hiperoxia en ratas desde su nacimiento hasta
los dias P6, P9 y P12, encontraron que la hiperoxia condujo a la
lipoperoxidacion del rifidn caracterizada por un aumento en la concentracion del
TBARS vy la alteraciéon del sistema antioxidante. Hernandez (2019), evalué el
pancreas de ratas expuestas a hiperoxia postnatal y encontré6 que el grupo
expuesto a hiperoxia sufri6 un gran estrés oxidativo caracterizado por un
aumento en los niveles de TBARS con respecto al grupo control.

Aunque no existe evidencia que demuestre que el estrés oxidativo cause
una enfermedad determinada, se ha asociado a un efecto negativo en
enfermedades inflamatorias intestinales crénicas, por ejemplo, la enfermedad
de Crohn, en la que se infiere que su presencia agravaria la sintomatologia
(Toyokuni, 1996).
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En el grupo hiperoxia-taurina, no se observo diferencias en la
concentracion del TBARS con respecto al grupo hiperoxia en ninguno de los
tres dias postnatales analizados. Es evidente que la ingesta de taurina al 3%
por parte de la madre y que es transferida a la cria a través de la leche materna,
no aminoro el estrés oxidativo causado por la hiperoxia en el intestino delgado
de las ratas recién nacidas.

El contenido de taurina en el cuerpo depende de la absorcion de taurina
de los alimentos y de la biosintesis de aminoacidos que contienen azufre
(Chaoyue et al., 2019). El intestino delgado es el principal érgano de absorcion
de nutrientes y la taurina que se deriva de los alimentos, es absorbida por éste.
Después de la absorcion, el transporte activo en la membrana del borde en
cepillo dirige la taurina a los enterocitos, que luego pueden llevarla a la vena
porta. Una vez alli, la taurina se importa a las células hepéticas donde ejerce su
accion, regulando el metabolismo hepético, siendo el paso final el transporte de
taurina a las células circulatorias. La entrada y salida de taurina estan
mediadas, principalmente, por la expresion ubicua del transportador de taurina
(TauT) dependiente de sodio/cloruro, ubicado en la membrana plasmética de
los enterocitos en el epitelio intestinal (O'Flaherty et al., 1997; Chaoyue et al.,
2019; Baliou et al., 2020).

En el presente estudio, el estrés oxidativo causado por la exposicién a la
hiperoxia pudo haber ocasionado una alta lipoperoxidacion en las membranas
de los enterocitos, dificultando la homeostasis celular y causando un
desequilibrio en la bomba sodio/cloruro impidiendo el flujo de taurina al intestino
(O'Flaherty et al., 1997). Se infiere, que esta fue la posible razon, por la cual, la
taurina no ejercié una accion antioxidante eficaz en el tejido intestinal observado
en el grupo hiperoxia-taurina.

La concentracion de tioles totales en el intestino delgado del grupo
control aumenta en 73% entre los dias postnatales P6 y P12. Lo que indica que

el glutation (GSH) el cual representa el 85% de los tioles totales y uno de los
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antioxidantes mas importantes en la barrera intestinal (Zecchinati et al., 2021)
aumenta rapidamente en la etapa perinatal del neonato.

La concentracion de tioles totales en el grupo hiperoxia aumento el dia
P6 con respecto al grupo control. No cabe duda de que este aumento se debid
a una respuesta al estrés oxidativo provocado por la hiperoxia, caracterizado
por un aumento de 77% del TBARS en el dia postnatal P6.

En los dias P9 y P12 la concentracion media de tioles es similar a la del
grupo control, aunque en P12 hay una tendencia a la baja. Una disminucion en
la concentracién de TBARS podria traer como consecuencia el agotamiento de
las reservas antioxidantes (Sen, 2000). La deficiencia de GSH puede conllevar
a la reduccion, tanto de la biosintesis de proteinas, como de la funcién inmune,
ademas, la acumulacién de productos de la peroxidacion lipidica y fallas en la
capacidad de desintoxicacion (Hayes y McLellan, 1999).

Analizando los niveles de glutation reducido (GSH) en la sangre de las
ratas recién nacidas expuestas a hiperoxia (80% O,), Rojas et al., (2004)
mostraron que el GSH se encuentra significativamente disminuido los primeros
6 y 9 dias de vida. Por otra parte, la disminucién en la concentracion de tioles
en ratas expuestas a hiperoxia postnatal también fue observada en higado
(Ibarreto, 2017) y en rifion (Marquez y Vasquez, 2017). Estos autores indican
gue la carencia de tioles se debe a las altas concentraciones de TBARS que
conducen a condiciones de estrés oxidativo.

Marotte y Zeni (2013) realizando estudios en el pancreas, encontraron
gue debido a la exposicion prolongada a altas concentraciones de oxigeno la
formacion de ROS sobrepasa los limites oxidativos permitidos, generando asi
un dafio oxidativo en el 6rgano. La hiperoxia puede conducir a la disminucién de
la concentracion de los grupos —SH debido, principalmente, a la oxidacion y
polimerizacion de los -SH de las enzimas, que conducen a su inactivacion, lo
gue a su vez da lugar al dafo celular (Sanchez et al., 2007).

Las bajas concentraciones de tioles al nacer, conjuntamente con la

llegada al intestino de los acidos biliares y el efecto de la hiperoxia postnatal

18



pudieron haber sido los promotores del estrés oxidativo que condujo a la
disrupcion de la barrera intestinal y en consecuencia los bajos niveles de taurina
absorbidos por el intestino.

Por su capacidad de inducir dafio en multiples objetivos a nivel intracelular, el
estrés oxidativo ha sido involucrado en una variedad de patologias entre las que
se encuentran las enfermedades infecciosas, donde juega un papel en la alta
mortalidad del shock endotoxico, en la patogénesis de enfermedades gastricas
por Helicobacter pylori, incluyendo inflamacion, ulceracién y carcinogénesis
(Tapia 'y Araya, 2006).

La concentracion de proteinas totales en el intestino de las ratas del
grupo hiperoxia e hiperoxia-taurina disminuyd con respecto al control en todos
los dias postnatales analizados. Se infiere que la baja concentracion de
proteinas en los dias P9 y P12 se debio al estrés oxidativo caracterizado por las
altas concentraciones de TBARS en esos dos grupos experimentales.

El estrés oxidativo pudo traer como consecuencia la reduccion tanto de la
biosintesis de proteinas como de la funcion inmune, ademas, la acumulacion de
productos de la peroxidacion lipidica y fallas en la capacidad de desintoxicacién
(Hayes y McLellan, 1999). Clahsen et al. (1992) concluyeron que el reciclaje
efectivo del GSH tiene un rol especial de proteger no solamente los globulos
rojos, sino también los tejidos inmaduros prematuros del dafio peroxidativo. El
agotamiento del GSH conduce a muerte celular y esto ha sido reportado en
muchas condiciones degenerativas (Parris, 1997).

De acuerdo con Salinas (2006), las ERO agreden principalmente
aguellas moléculas cuya estructura contiene, hidroxilos fendlicos, dobles
enlaces carbono-carbono o anillos arométicos, por tanto, las bases
nitrogenadas que constituyen las cadenas de ADN, los aminoacidos que forman
parte de las proteinas y los acidos grasos que forman parte de las membranas
celulares bioldgicas, son un blanco facil para éstas ERO. Entre las formas como

las ERO atacan a las proteinas se encuentran la fragmentacion de las
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proteinas, la ruptura de los enlaces peptidicos, asi como modificaciones de
aminoacidos mediadas por radicales libres (Martinez, 1998).

De este estudio se desprende que la hiperoxia causa un gran estrés
oxidativo en el intestino de las ratas recién nacidas, que provoca la disminucion
en los niveles de proteinas en todos los dias postnatales analizados. A pesar de
gue el tratamiento antioxidante con taurina ha resultado ser muy eficaz para la
mayoria de los 6rganos de ratas neonatos expuestas a hiperoxia, su accion
protectora en el intestino fue muy leve ya que este o6rgano resulté ser muy

susceptible a la accion destructiva de las ERO.
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CONCLUSIONES

La exposicion de las ratas recién nacidas a la hiperoxia condujo a una alta
peroxidacién lipidica del intestino delgado caracterizada por un aumento
significativo en la concentracion de TBARS. El tratamiento con taurina no

disminuyo la concentracion de TBARS.

La concentracion de tioles totales en los individuos del grupo hiperoxia se
mantuvo por encima del grupo control en el dia postnatal P6 lo que indica que

esta ejerciendo su accion antioxidante.
La disminucién de la concentracién de proteinas fue significativa en los dias P9

y P12 posiblemente por la oxidacion de las mismas causada por la hiperoxia. La

taurina no revierte el efecto oxidativo en el intestino delgado.
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APENDICE

Apéndice 1. Andlisis de varianza de la concentracion de TBARS (peroxidacion
lipidica) en el intestino de ratas del dia P6, de los grupos control, control-taurina,
hiperoxia e hiperoxia-taurina. Sc: sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias
cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de Sc Gl Mc Fs P
variable

Entre grupos 164,847 3 54,9489 37,96 0,0000
Intra grupos 24,6089 17  1,44758

Total corregido 189,456 20

Apéndice 2. Contraste multiple de rango de la concentracion de TBARS
(peroxidacion lipidica) en el intestino de ratas del dia P6, de los grupos control,

control-taurina, hiperoxia e hiperoxia-taurina. F: frecuencia, M: media, Gh: grupos
homogéneos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
CON-TAU 6 0,684667 X
CON 5 1,5934 X
HIP-TAU 6 6,601 X
HIP 4 6,7685 X

Contraste Diferencias
CON - CON-TAU 0,908733
CON - HIP *.5,1751
CON- HIP-TAU *-5,0076
CON-TAU - HIP *-6,08383
CON-TAU - HIP-TAU *-5,91633
HIP - HIP-TAU 0,1675

* indica una diferencia significativa.
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Apéndice 3. Andlisis de varianza de la concentracion de TBARS (peroxidacion
lipidica) en el intestino de ratas del dia P9, de los grupos control, control-taurina,

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
Entre grupos 105,181 3 35,0603 155,72  0,0000
Intra grupos 4,05273 18 0,225151

Total corregido 109,234 21

Apéndice 4. Contraste multiple de rango de la concentracion de TBARS
(peroxidacion lipidica) en el intestino de ratas del dia P9, de los grupos control,
control- taurina, hiperoxia e hiperoxia-taurina. F: frecuencia, M: media, Gh: grupos
homogéneos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
CON 6 0,708667 X
CON-TAU 6 0,907 X
HIP-TAU 5 4,8158 X
HIP 5 5,5248 X

Contraste Diferencias

CON — CON-TAU -0,198333
CON —HIP *-4,10713
CON- HIP-TAU *-4,81613
CON-TAU - HIP * -3,9088
CON-TAU - HIP-TAU *-4,6178
HIP - HIP-TAU *-0,709

* indica una diferencia significativa.
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Apéndice 5. Andlisis de varianza de la concentracion de TBARS (peroxidacion
lipidica) en el intestino de ratas del dia P12, de los grupos control, control-
taurina, hiperoxia e hiperoxia-taurina. Sc: sumas cuadréaticas, GI: grados de libertad, Mc:
medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de Sc Gl Mc Fs P
variable

Entre grupos 72,2092 3 24,0697 93,85 0,0000
Intra grupos 5,12936 20 0,256468

Total corregido 77,3385 23

Apéndice 6. Contraste multiple de rango de la concentracion de TBARS
(peroxidacion lipidica) en el intestino de ratas del dia P12, de los grupos control,

control-taurina, hiperoxia e hiperoxia-taurina. F: frecuencia, M: media, Gh: grupos
homogéneos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
CON 6 0,296 X
CON-TAU 6 0,235667 X
HIP-TAU 6 3,66667 X
HIP 6 3,80017 X
Contraste Diferencias
CON — CON-TAU 0,0603333
CON - HIP *-3,50417
CON - HIP-TAU *.3,37067
CON-TAU - HIP *-3,5645,
CON-TAU - HIP-TAU *.3,431
HIP - HIP-TAU 0,1335

* indica una diferencia significativa.
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Apéndice 7. Analisis de varianza de la concentracion de tioles totales en el
intestino de ratas del dia P6, de los grupos control, control-taurina, hiperoxia e
hiperoxia-taurina. Sc: sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas,
Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de Sc Gl Mc Fs P
variable

Entre grupos 162,589 3 54,1963 19,34 0,0000
Intra grupos 47,643 17 2,80253

Total corregido 210,232 20

Apéndice 8. Contraste multiple de rango de la concentracion de tioles totales en
el intestino de ratas del dia P6, de los grupos control,control-taurina, hiperoxia e
hiperoxia-taurina. F: frecuencia, M: media, Gh: grupos homogéneos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
HIP-TAU 5 4,2875 X
CON 6 4,9186 X
HIP 6 8,2685 X
CON-TAU 4 10,8833 X

Contraste Diferencias
CON - CON-TAU *-5,96473
CON - HIP *-3,3499
CON- HIP-TAU 0,6311
CON-TAU - HIP *2,61483
CON-TAU - HIP-TAU *6,59583
HIP - HIP-TAU *3,981

* indica una diferencia significativa.
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Apéndice 9. Analisis de varianza de la concentracion de tioles totales en el
intestino de ratas del dia P9, de los grupos control, control-taurina, hiperoxia e
hiperoxia-taurina. Sc: sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas,
Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de Sc Gl Mc Fs P
variable

Entre grupos 590,841 3 196,947 21,66 0,0001
Intra grupos 100,031 11  9,09369

Total corregido 690,871 14

Apéndice 10. Contraste multiple de rango de la concentracion de tioles totales
en el intestino de ratas del dia P9, de los grupos control, control-taurina,
hiperoxia e hiperoxia-taurina. F: frecuencia, M: media, Gh: grupos homogéneos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
CON 4 6,664 X
HIP 3 10,0827 X
HIP-TAU 3 11,4013 X
CON-TAU 5 21,9364 X

Contraste Diferencias

CON - CON-TAU *.15,2724
CON - HIP -3,41867
CON- HIP-TAU -4,73733
CON-TAU - HIP *11,8537
CON-TAU - HIP-TAU *10,5351
HIP - HIP-TAU -1,31867

* indica una diferencia significativa.
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Apéndice 11. Analisis de varianza de la concentracion de tioles totales en el
intestino de ratas del dia P12, de los grupos control, control-taurina, hiperoxia e
hiperoxia-taurina. Sc: sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas,
Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de Sc Gl Mc Fs P
variable

Entre grupos 191,204 3 63,7346 5,66 0,0000
Intra grupos 180,082 16 11,2551

Total corregido 371,286 19

Apéndice 12. Contraste multiple de rango de la concentracion de tioles totales
en el intestino de ratas del dia P12, de los grupos control, control-taurina,
hiperoxia e hiperoxia-taurina. F: frecuencia, M: media, Gh: grupos homogéneos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
CON-TAU 5 10,4028 X
HIP 5 14,2472 XX
HIP-TAU 5 17,1874 X
CON 5 18,4312 X

Contraste Diferencias
CON - CON-TAU *8,0284
CON - HIP 4,184
CON- HIP-TAU 1,2438
CON-TAU - HIP -3,8444
CON-TAU - HIP-TAU *-6,7846
HIP - HIP-TAU -2,9402

* indica una diferencia significativa.
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Apéndice 13. Analisis de varianza de la concentracion de Proteinas Totales en
el intestino de ratas del dia P6, de los grupos control, control-taurina, hiperoxia
e hiperoxia-taurina. Sc: sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas,
Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de Sc Gl Mc Fs P
variable

Entre grupos 0,00988913 3 0,00329638 4,44 0,0151
Intra grupos 0,0148328 20 0,000741642

Total corregido 189,456 23

Apéndice 14. Contraste multiple de rango de la concentracion de Proteinas
Totales en el intestino de ratas del dia P6, de los grupos control, control-taurina,
hiperoxia e hiperoxia-taurina. F: frecuencia, M: media, Gh: grupos homogéneos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
HIP 6 0,139667 X
HIP-TAU 6 0,1455 X
CON 6 0,157 X
CON-TAU 6 0,192 X
Contraste Diferencias
CON - CON-TAU *-0,035
CON - HIP 0,0173333
CON- HIP-TAU 0,0115
CON-TAU - HIP *-0,052333
CON-TAU - HIP-TAU *-0,0465
HIP - HIP-TAU -0,00583333

* indica una diferencia significativa.
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Apéndice 15. Analisis de varianza de la concentracion de Proteinas Totales en
el intestino de ratas del dia P9, de los grupos control, control-taurina, hiperoxia
e hiperoxia-taurina. Sc: sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas,
Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de Sc Gl Mc Fs P
variable

Entre grupos 0,0189946 3 0,00633154 18,42 0,0151
Intra grupos 0,00653113 19 0,000343744

Total corregido  0,0255257 22

Apéndice 16. Contraste multiple de rango de la concentracion de Proteinas
Totales en el intestino de ratas del dia P9, de los grupos control, control-taurina,
hiperoxia e hiperoxia-taurina. F: frecuencia, M: media, Gh: grupos homogéneos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
HIP-TAU 5 0,1832 X
HIP 6 0,1855 X
CON 6 0,23 X
CON-TAU 6 0,250167 X

Contraste Diferencias
CON - CON-TAU -0,0201667
CON - HIP *0,0445
CON- HIP-TAU *0,0468
CON-TAU - HIP *0,0646667
CON-TAU - HIP-TAU *0,0669667
HIP - HIP-TAU 0,0023

* indica una diferencia significativa.
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Apéndice 17. Analisis de varianza de la concentracion de Proteinas Totales en
el intestino de ratas del dia P12, de los grupos control, control-taurina, hiperoxia
e hiperoxia-taurina. Sc: sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas,
Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de Sc Gl Mc Fs P
variable

Entre grupos 0,0173132 3 0,00577105 4,79 0,0127
Intra grupos 0,0216962 18 0,00120534

Total corregido  0,0390093 21

Apéndice 18. Contraste multiple de rango de la concentracion de Proteinas
Totales en el intestino de ratas del dia P9, de los grupos control, control-taurina,
hiperoxia e hiperoxia-taurina. F: frecuencia, M: media, Gh: grupos homogéneos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
HIP 5 0,2098 X
HIP-TAU 5 0,2114 X
CON-TAU 6 0,257333 X
CON 6 0,273833 X
Contraste Diferencias
CON - CON-TAU 0,0165
CON - HIP *0,0640333
CON- HIP-TAU *0,0624333
CON-TAU - HIP *0,0475333
CON-TAU - HIP-TAU *0,0459333
HIP - HIP-TAU -0,0016

* indica una diferencia significativa.
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hiperoxia). Similarmente, cuatro grupos de igual nimero a los de hiperoxia, pero
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mostraron que el intestino de las ratas expuesto a hiperoxia presenté un
significativo aumento en la concentracion de TBARS, lo que condujo a una alta
peroxidaciéon lipidica. La concentracion de tioles totales en los individuos
expuestos a hiperoxia se mantuvo en los niveles normales independientemente
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oxidativo en el intestino delgado. En las ratas neonatos expuestas a hiperoxia,
se observo una leve accion protectora de la taurina en el intestino, el cual
resultdé ser muy susceptible a la accion destructiva de las ERO.
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