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RESUMEN

Se analizo la ultraestructura y la concentracion de tioles solubles en acido (TSA)
y proteinas totales en el higado de ratas recién nacidas expuestas a hiperoxia y
tratadas con taurina. Para esto, cuatro grupos de ratas recién nacidas fueron
colocadas en una incubadora y expuestas a 80 + 3% de oxigeno desde el
primer dia de nacidas hasta los dias postnatal P6 y P12. A dos grupos se les
afiadio taurina al 3% en el agua de beber (grupo hiperoxia-taurina) y a los dos
grupos restantes solo se le dio agua filtrada de beber (grupo hiperoxia). En otra
incubadora, pero en normoxia (21% O,), se ubicaron cuatro grupos similares
identificados como grupos control y control-taurina. La concentracion de TSA y
proteinas totales se determindé a partir de métodos colorimétricos. Para el
andlisis histolégico, las muestras fueron procesadas con técnicas de
microscopia electronica de transmision. Bioquimicamente, en el dia P6 el grupo
hiperoxia mostré una disminucion significativa de la concentracion de TSA con
respecto a los grupos control e hiperoxia-taurina, no obstante en P12 no se
observo diferencia entre los grupos comparados. La concentracién de proteinas
totales en los grupos hiperoxia e hiperoxia-taurina aumentdé con respecto al
grupo control, sin embargo, en P12 todos los grupos presentaron
concentraciones muy similares. En P12 las concentraciones tanto de TSA como
de proteinas totales no mostraron diferencias significativas entre los grupos,
posiblemente producto de una mayor madurez del animal o al desarrollo de
otros mecanismos antioxidantes. Histolégicamente, en el grupo hiperoxia se
evidenciaron hepatocitos con alteracion en las membranas mitocondriales,
tumefaccion del RER y la presencia de gran cantidad de gotas lipidicas en sus
citoplasmas; asi mismo, se apreciaron células Kupffer activadas en los
sinusoides hepaticos. En el grupo hiperoxia-taurina, la ultraestructura del tejido
hepatico se observdo mejor conservada, a pesar de la moderada cantidad de
gotas lipidicas en el citoplasma de los hepatocitos. En lineas generales, los
resultados demuestran el papel antioxidante y citoprotector que ejercio la
taurina en el tejido hepatico de las ratas expuestas a hiperoxia.

Vi



INTRODUCCION

Durante la vida fetal, la presion parcial de oxigeno (PaO,) es de 25-30
mmHg; este estado de hipoxemia relativa permite el crecimiento y la
diferenciacion fetal normal. En los primeros minutos posteriores al pinzamiento
del cordon umbilical durante el nacimiento, la PaO, se eleva, gradualmente,
hasta 80 a 90 mmHg, lo que genera un estado de estrés oxidativo fisiolégico y
limitado, que favorece el periodo de adaptacion postnatal normal (Cortina y
Arizmendi, 2012).

En neonatologia, el oxigeno es usado frecuentemente en las salas de
parto y en las unidades de cuidado intensivo (Sanchez et al., 2010). Los
prematuros al nacer presentan tejidos inmaduros, con escasa capacidad de
respuesta antioxidante, por ello, suelen ser mas propensos a la oxidacién, ya
gue precisan de suplementos importantes de oxigeno para alcanzar el 100% de
la fraccién inspiratoria (Vento y Vifia, 2009). El uso excesivo del oxigeno en el
neonato provoca enfermedades graves, como retencién de CO,, displasia
broncopulmonar, retinopatia, activacién de mastocitos, enterocolitis necrosante
(muerte del tejido intestinal), dafio oxidativo agudo al miocardio y rifidn (Cortina
y Arizmendi, 2012). Se ha sefialado que la utilizacion de oxigeno puro por mas
de tres minutos en el periodo neonatal causa la aparicién de ciertos tipos de
cancer en la edad infantil, considerando que el oxigeno debe ser dosificado,
monitorizado, medido y vigilado (Vento y Viia, 2009).

El estrés oxidativo es definido como el desequilibrio entre las especies
reactivas de oxigeno (ERO) y las moléculas antioxidantes (Repetto y Repetto,
2009). Las ERO pueden conducir al dafio de macromoléculas (lipidos, proteinas,
carbohidratos y acidos nucleidos) y a la alteracion de los procesos celulares
(funcionalidad de las membranas, produccion de enzimas, respiracion celular,
induccion génica, entre otros) (Elejalde, 2001; Cortina y Arizmendi, 2012).

La lipoperoxidacion, mediada por las ERO, consiste en la interaccion de



radicales libres con &cido graso insaturado, lo que lleva a la fragmentacion de la
molécula lipidica, generando una cascada de reacciones y produciendo
radicales libres con formacion de hidroperoxidos, provocando procesos
autocataliticos incontrolables (Contreras, 2005; Cordoba, 2010). Debido a que
las membranas celulares contienen grandes cantidades de acidos grasos
poliinsaturados son el objetivo predilecto de este tipo de dafio; lo que provoca
cambios perjudiciales en la fluidez de las mismas, alterando significativamente
sus funciones de transporte de iones, reconocimiento del receptor, sefializacién,
y gradientes osmoticos (Gorman et al., 1996).

De igual manera, las proteinas al constituir mas del 50% del peso seco
de las células, representan un blanco importante para las ERO (Betancur, 2015).
La interaccion de los radicales libres con los aminoacidos genera cambios en la
estructura de las proteinas, provocando dafio a receptores, enzimas, vias de
traduccion de sefiales, sistemas de transporte, mecanismos de mantenimiento
de la homeostasis intracelular de iones, mecanismos enzimaticos de reparacion
del ADN, entre otros (Astiz, 2009; Carretero, 2010). Los aminoacidos
comUnmente atacados, son la histidina, la prolina, la lisina y la arginina
(Contreras, 2005). Ademas, las proteinas oxidadas pueden ser reconocidas
como extrafas, estimulando una respuesta inmune (Webb y Twedt, 2008).

Galicia y Gutiérrez (2014) sugieren que el dafio oxidativo a las proteinas
se lleva a cabo en 3 etapas: en la primera etapa, una proteina puede estar
ligeramente modificada, pero la estructura principal sigue intacta, lo que
conlleva a una ligera disminucion de su actividad; en la segunda etapa, el dafio
ocasionado en la proteina es suficiente para causar un despliegue parcial de la
proteina, incluso las secuencias hidrofébicas, que generalmente se encuentran
cubiertas dentro de proteinas solubles globulares, quedan expuestas en la
superficie. Por ultimo, en la tercera etapa, si la proteina dafiada no ha sido
identificada y degradada en proteosomas, forma un agregado con otras
proteinas, lipidos y azlcares.

Las moléculas antioxidantes son compuestos que se encuentran a bajas



concentraciones 'y presentan la capacidad de inhibir y/o limitar
significativamente la tasa de oxidacion (Patifio, 2006). El sistema antioxidante
puede dividirse en dos lineas principales de defensa: sistema antioxidante
enzimatico y no enzimatico (Halliwell y Gutteridge, 1989). En el grupo de
antioxidantes enzimaticos se encuentran las enzimas superdxido dismutasa,
catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx); estas enzimas antioxidantes
ejercen su funcion en un sitio de union concreto, catalizando la ruptura de
radicales libres habitualmente a nivel intracelular (Contreras, 2005). Entre las
defensas antioxidantes no enzimaticas, tienen lugar el glutation, la taurina,
vitamina E, entre otros (Astiz, 2009).

Los tioles son compuestos organicos que contienen un grupo funcional
sulfhidrilo (-SH), siendo el azufre analogo de un grupo alcohol (-OH) (Albores et
al., 2006). Se ha determinado que el tiol soluble mas abundante en la célula es
el glutation reducido (GSH), seguido de la cisteina y la homocisteina (Hultberg
et al., 1998).

El tripeptido GSH (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina), esta involucrado en el
mantenimiento de los niveles de ascorbato, la comunicacién intercelular y la
proteccion de la célula contra diferentes especies oxidantes (Astiz, 2009). Se ha
comprobado que su participacion es clave en desérdenes neurodegenerativos
(Molina, 2003).

En las células, el GSH se encuentra en mayor proporcion en contraste
con la forma oxidada (glutation disulfuro, GSSG) (Pastore et al., 2003). Tanto el
GSH como otras moléculas que contienen tioles tienen alto poder reductor,
consecuentemente, poseen propiedades antioxidantes ya que pueden cederle
un electrén a las ERO, disminuyendo su reactividad; por lo cual se dice que
estos compuestos de baja masa molecular actuan como “barredores” de
radicales libres (Molina, 2003). El GSH es capaz de reducir el peréxido de
hidrogeno (H20,), mediante una reaccion catalizada por la GPx, cuyo producto
final es agua (H20) y GSSG (constituido por dos moléculas de GSH unidas por

un puente disulfuro). EI GSSG es luego reducido por la enzima glutation



reductasa (GR), la cual transfiere electrones de la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) al GSSG (Maltepe y Saugstad, 2009; Martinez et
al., 2011; Betancur, 2015).

La homocisteina es un aminoacido azufrado esencial, producto del
metabolismo de la metionina; juega un papel importante en la transferencia de
grupo metilos en el metabolismo celular (Cafas, 2002). En el higado, la
homocisteina se transforma en cisteina siguiendo la via de la transulfuracion
(Ros y Pint6, 2003; Lu, 2009). La cisteina es un aminoacido azufrado,
importante para la sintesis de GSH. Cabe destacar que, de la oxidacion del
atomo de azufre de la cisteina deriva un grupo de metabolitos, entre los cuales
se encuentra la taurina (Aoshiba et al., 1999; Canas, 2002).

La taurina es una sustancia azufrada producto del metabolismo de los
aminoacidos cisteina y metionina (Militante y Lombardini, 2002), la cual se
engloba en la categoria de los aminoacidos, aunque no lo es realmente, ya que
en lugar del grupo carboxilo contiene un grupo de acido sulfénico, por lo que no
puede incorporarse a estructuras proteicas (Nandhini et al., 2005; Sochor et al.,
2014). Esta sustancia esta presente en la mayoria de los tejidos, en particular,
se encuentra en altas concentraciones en el cerebro, retina, corazon, higado y
riniones de los mamiferos (Huxtable, 1992; Festy, 2007).

La taurina ha sido caracterizada como un B-aminoacido semiesencial,
condicional en prematuros y neonatos, generalmente, incorporado como
suplemento en la mayoria de los regimenes alimentarios neonatales (Ruza,
2002). En los prematuros las defensas antioxidantes se encuentran
comprometidas, por deficiencias relativas de este aminoacido (Sanchez et al.,
2010). Cumple funciones de neurotransmisor y neuromodulador en el sistema
nervioso central (SNC), interviene en la modulacién del flujo celular del sodio,
calcio, potasio y magnesio para generar impulsos nerviosos, e inhibe la
fosforilacion de ciertas proteinas; también, actia en el sistema de defensa
antioxidante celular (Hernandez y Sastre, 1999; Festy, 2007). Se ha

demostrado que protege a los tejidos, contra el dafio oxidativo, mediante el



aumento de la capacidad de defensa de los érganos en las enfermedades
intestinal, pancreatitis, lesibn de la mucosa gastrica, lesiones hepaticas vy
cirrosis (Marcinkiewicz et al., 1995; Balkan et al., 2001).

Por otra parte, el higado es un 6rgano de gran tamafio comparado con
otros organos del cuerpo humano y se desarrolla tempranamente; a pesar de
que representa del 2 a 3% de la masa corporal, este 6rgano consume del 25 al

30% del oxigeno total que consume el cuerpo (Koolman y Rohm, 2004).

Se estima que los hepatocitos de mamiferos contienen entre 800 y 2 000
mitocondrias (Devlin, 2004). El higado es muy dependiente de las mitocondrias
para poder desarrollar sus diversas funciones, ya que éstas son la principal
fuente de energia celular, capaz de producir de 90 a 95% del adenosin trifosfato
(ATP) total, consumiendo, aproximadamente, un 95% del oxigeno que utiliza la
célula (Devlin, 2004; Carretero, 2010). Se considera que este proceso es la
principal fuente de ERO, que actian mayoritariamente sobre las
macromoléculas mas préximas, como lo son los lipidos de la membrana
mitocondrial, proteinas de su sistema enzimatico y, especialmente, el ADN
mitocondrial (ADNmt), el cual es muy sensible al dafio oxidativo, ya que no
dispone de histonas que lo protejan, ni de los sistemas defensivos del ADN

nuclear (Carretero, 2010).

Poco se conoce acerca del efecto de la hiperoxia postnatal en el higado,
aunque se ha relacionado la presencia de algunas patologias hepaticas con la
prematuridad (Frauca y Muioz, 2010). Moorthy et al. (1997), reportaron que la
hiperoxia provoca respuestas hepaticas que pueden inducir lesion y disfuncion
pulmonar. Por el contrario, Wong et al. (2001) encontraron que las respuestas
hepaticas a la hiperoxia estan influenciadas por los efectos de la hiperoxia
sobre el pulmén. Estos autores encontraron en las mitocondrias del higado de
ratones expuestos a hiperoxia, una disminucion en los niveles de la enzima 10-
formiltetrahidrofolato deshidrogenasa (abundante en el higado), la cual pudiera
estar relacionada con una posible iniciacion y evolucion de la lesion pulmonar

hiperoxica.



Las ratas Sprague-Dawley, son los animales mas utilizados para la
experimentacion, ya que al nacer presenta un estado prematuro muy similar al
del humano (Saiz et al., 1983). Se ha demostrado que la hiperoxia postnatal en
las ratas recién nacidas, puede causar la abolicion de la capa plexiforme
externa de la retina, conduciendo a una ceguera parcial o total, debido a que
este tejido del SNC se encuentran inmaduros al momento del nacimiento
(Lachapelle et al., 1999; Rojas et al., 2004; Rojas et al.,, 2005). Estudios
realizados recientemente (Rojas et al., 2013; Maniscalchi, 2015; Rojas, 2015),
bajo el mismo disefio experimental, evidenciaron vacuolizacion y estado de
necrosis en las células de Purkinje (CPk) en la sustancia gris y oligodendrocitos
en la sustancia blanca del cerebelo de las ratas del grupo hiperoxia, mientras
gue en las ratas del grupo tratado con taurina, estas células a pesar de que se
vieron afectadas y en proceso de degeneracién, en general, se mostraron bien
preservadas. Otros investigadores apuntan que la taurina mejora la migracién
celular y protege la ultraestructura de las neuronas de la corteza cerebelosa en

las ratas expuestas a hiperoxia (Ramirez, 2009; Liscano, 2014).

Los estudios sobre el efecto de la hiperoxia postnatal sobre un 6rgano
tan importante como el higado son escasos, es por ello que el propdésito de este
trabajo es estudiar el dafio que causa la hiperoxia postnatal sobre el higado de
ratas recién nacidas y la respuesta antioxidante que pueda ejercer la taurina en
dicho organo, mediante el analisis de la ultraestructura y el contenido de

proteinas totales y tioles solubles.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

Para la ejecucion de este estudio se utilizaron ratas Sprague-Dawley,
provenientes del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (Universidad
Central de Venezuela), las cuales fueron trasladadas hasta el laboratorio de
mantenimiento de ratas del Instituto de Investigaciones en Biomedicina y
Ciencias Aplicadas “Dra. Susan Tai” de la Universidad de Oriente (IIBCAUDO),
Nucleo Sucre. Una vez en el laboratorio, se mantuvieron separadas por sexo y
agrupadas en jaulas de acero inoxidable, durante 3 dias para su adaptacion a
las nuevas condiciones ambientales (21°C vy ciclos de 12 horas luz-oscuridad
controlados artificialmente).

Durante este periodo se sustrajo un poco de aserrin de las jaulas de los
machos y se agreg6 en las jaulas de las hembras y viceversa, con el fin de
estimular las hormonas sexuales de los animales. Finalizado el tiempo, se
procedio al apareamiento de las ratas, colocando dos hembras con un macho
por jaula, durante 5 dias. Luego se separaron y reorganizaron como estaban
inicialmente, para esperar que transcurriera, durante 21 dias, el periodo de

gestacion. Los animales se alimentaron con ratarina comercial y agua filtrada.

Induccion de hiperoxia en las ratas

Al nacer las crias, un grupo de ellas fueron sometidas a condiciones de
hiperoxia (80 + 3% de oxigeno). Cuatro grupos de ratas recién nacidas, por
separado, fueron colocadas en una incubadora, elaborada de plexiglas
transparente. Cada grupo estuvo compuesto por 6 crias, con sus respectivas
madres. Dos grupos identificados como hiperoxia-taurina (HT), se les afiadi6
taurina al 3% (Sigma, USA), en el agua de beber. Las madres ingirieron la
taurina del agua y se la transfirieron a las crias a través de la leche materna. A
los dos grupos restantes no se les colocO taurina en el agua, y fueron

identificados como hiperoxia (H).



Estas ratas sometidas a condiciones de hiperoxia, tuvieron tres
interrupciones diarias en normoxia (21% de oxigeno). Cada interrupcion tuvo
una duracion 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 regulado y
mantenido utilizando un analizador de oxigeno (7820 Oxygen Monitoring
System), el cual fue calibrado diariamente.

Paralelamente, en wuna incubadora similar, pero sin oxigeno, se
mantuvieron cuatro grupos de ratas controles bajo tratamientos idénticos a los
del grupo anterior, es decir, con taurina y sin taurina en el agua de beber de las
madres, el primero identificado como control-taurina (CT), y el segundo como
control (C).

Con el fin de evitar las complicaciones pulmonares que suelen presentar
las ratas adultas expuestas a hiperoxia, cada 24 horas, las madres sometidas a
hiperoxia se intercambiaron con las madres controles que recibian el mismo
tratamiento; de manera que, las madres en hiperoxia que tomaban taurina, se
intercambiaron con las madres controles que también la tomaban; y las madres
en hiperoxia que ingerian s6lo agua filtrada, se cambiaron con las madres

controles que bebian lo mismo (Lachapelle et al., 1999).

Obtencion de la muestra

Un grupo de crias por cada tratamiento (control, hiperoxia e hiperoxia-
taurina) fueron sacrificadas por decapitacion a los dias 6 y 12 postnatales (P6 y
P12), y rapidamente disectadas para obtener el tejido del higado, el cual fue
debidamente identificado; parte del tejido se emple6 para los andlisis
histoldgicos; y el resto fue congelado a -20°C para su posterior procesamiento

bioquimico.

Analisis bioquimico
Determinacion de tioles solubles en acido

La determinacion de tioles solubles en acido (TSA) se realiz6 a partir del



protocolo de Sedlak y Lindsay (1968), con modificaciones de Velasquez (2014).
Esta técnica se fundamenta en que los grupos tioles libres (-SH) presentes en
muestras proteicas pueden ser separados de las proteinas, para esto se utiliza
la precipitacion acida de proteinas previo a la cuantificacion de los grupos tioles.

Se tomo6 0,1 g del tejido y se homogeniz6 con 0,9 ml del buffer Tris EDTA
(Tris HCI 30 mmol.I"*, EDTA 3 mmol.I"); el homogenizado se centrifugd a 1 500
rom durante 5 minutos, a una temperatura de 4°C. Del sobrenadante obtenido
se tomaron 60 pl, que fueron afiadidos a 540 pl de buffer EDTA (&cido etileno-
diamina-tetraacético). Posteriormente, de esta dilucion se tomaron 250 pl y se
mezclaron con 0,05 g de &cido sulfosalicilico (el cual permite la precipitacion de
las proteinas, y con ello la liberacién de los grupos -SH), luego se colocé en el
congelador por 15 minutos, para luego centrifugar por 10 minutos a 7 000 rpm a
4°C. Seguidamente, se tomaron 200 pl del sobrenadante y se le agregaron 800
Ml de Tris HCI pH 8,9 y 80 pl de DTNB (acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico), para
ser leidos, inmediatamente, a 412 nm con un espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 25/35/45 UV/\Vis.

La curva de calibracion se prepar6 a partir de un estandar de GSH a 100
pumol.ml™. Se dispuso de patrones con concentraciones de 10, 15, 20, 25, 30,
40 y 50 pmol.ml* cada uno. Los resultados obtenidos de la lectura en

absorbancia fueron expresados en pmol.ml™.

Determinacion de proteinas totales

La cuantificacion de la concentracion de proteinas totales se realizo
mediante el método de Bradford (1976). Este método se fundamenta en la
union del colorante azul brillante de Coomassie G-250 a los residuos de
aminoacidos basicos de las proteinas. La union del colorante a la proteina
provoca un desplazamiento en el maximo de absorcion del colorante, de 365 a
595 nm, esto es proporcional a la concentracion de proteinas presentes en la

muestra.

Se tomaron 0,1 g de higado para homogenizar con 900 pl de buffer lisis



pH 7,2; seguidamente, se procedié a centrifugar el homogenizado durante un
tiempo de 15 minutos a 3 500 rpm; del sobrenadante se tomaron 100 ul y se le
afiadieron 2,5 ml del reactivo de Bradford, para finalmente leer la absorbancia a
596 nm con un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25/35/45 UV/Vis.

La curva de calibracion se preparé a partir de un estandar de albumina
de suero bovino (BSA) a 1 000 pg.ml™. Las concentraciones de los patrones
preparados fueron de: 200, 400, 600, 800 y 900 upg.ml* cada uno. Los

resultados obtenidos de la lectura en absorbancia fueron expresados mg.g™.

Andlisis histologicos

Para el andlisis histolégico una porcion del higado fue cortada en
pequefios fragmentos y fijada de inmediato durante 2 horas en glutaraldehido al
2,5%, luego, se sometié a dos lavados de 10 minutos con buffer fosfato pH 7,4.
Seguidamente, se procedio a la postfijacion en tetradxido de osmio (OsQ,) al
1% por 90 minutos, para después realizar dos lavados de 10 minutos con agua
destilada. Luego, las muestras se deshidrataron, en concentraciones crecientes
de etanol (70 hasta 100%) por 20 minutos cada uno. Para la infiltracion se
sustituyé el etanol por éxido de propileno (30 minutos), después se utilizd una
mezcla 3:1 de 6xido de propileno, seguido de una mezcla 1:1 de 6xido de
propileno, ambas mezclas se dejaron actuar por 30 minutos y luego se dejé
toda la noche en una mezcla de epdn 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 ym) en un ultramicrétomo Leica UM-UC6 con cuchilla de
diamante; los cuales fueron tefiidos con azul de toluidina al 1%, y se
examinados 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. Posteriormente, se

efectuaron cortes finos (80 nm), que fueron contrastados con acetato de uranilo

10



(27 minutos) y citrato de plomo (20 minutos), con un tiempo de lavado de 10
minutos, para ser observados en un microscopio electronico de transmision
marca Hitachi H-600 (Rojas et al., 2013).

Analisis estadisticos

Los resultados de este estudios fueron analizados con un ANOVA simple
al 95,00% de confiabilidad usando el paquete estadistico Statgraphics plus 4.1
en ambiente Windows, con el fin de comparar las concentraciones de TSA y
proteinas totales en los distintos grupos experimentales (control, hiperoxia e
hiperoxia-taurina). Para el contraste a posteriori se aplicé la prueba Duncan
(Sokal y Rohlf, 1989). Este andlisis se realiz6 por separado en cada dia

postnatal (P6 y P12) y los resultados se expresaron en graficas de barras.

11



RESULTADOS

Analisis bioquimico

Los resultados de la concentracion de tioles solubles en acido (TSA) en el
higado de ratas controles y expuestas a hiperoxia, tratadas y no tratadas con
taurina, se muestran en la figura 1.
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Figura 1. Comparacion de la concentracion de TSA en el higado de ratas
Sprague-Dawley en desarrollo, entre los grupos: control, hiperoxia e hiperoxia-

taurina de los dias P6 y P12. Los superindices (a y b) indican diferencias entre grupos,
TSA: tioles solubles en &cido.

En el dia P6, la concentracion de TSA del grupo hiperoxia (64,54 + 11,69
umol.ml™) fue significativamente menor (p<0,05) comparada con los grupos
control (111,32 + 16,77 pmol.mI™) e hiperoxia-taurina (112,66 + 5,21 ymol.ml™)
(FS=15,19). No obstante, en el dia P12 todos los grupos fueron
estadisticamente iguales (FS=1,90; p>0,05).

Los resultados de la concentracion de proteinas totales en el higado de
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ratas controles y expuestas a hiperoxia, tratadas y no tratadas con taurina se

muestran en la figura 2.
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Figura 2. Comparacion de la concentracion de proteinas totales en el higado de
ratas Sprague-Dawley en desarrollo, entre los grupos: control, hiperoxia e

hiperoxia-taurina de los dias P6 y P12. Los superindices (a y b) indican diferencias entre
grupos.

En el dia P6 la concentracidn media de proteinas totales de los grupos
hiperoxia (125,41 + 1,43 mg.g™) e hiperoxia-taurina (124,12 + 4,21 mg.g™) fueron
significativamente mayor en comparacion al grupo control (117,84 + 1,6 pg.ml™)
(FS=7,87; p<0,05). Los grupos hiperoxia e hiperoxia-taurina no presentaron
diferencias en sus concentraciones medias. Para el dia P12, no se observo
diferencias significativas entre los grupos comparados (FS=1,97; p=0,05).

Andlisis histolégico
A nivel histolégico, en el grupo control la estructura del higado de las
ratas, se observa bien diferenciada. La figura 3, muestra una fotomicrografia

panoramica del higado de una rata perteneciente al grupo control donde se
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perciben hepatocitos normales, de nucleos claros, grandes, redondeados y
centrados provistos de uno o dos nucléolos. Se observaron sinusoides
hepéticos con un trayecto irregular propio de este tejido. En las luz de los
sinusoides se aprecian las células de Kupffer, caracterizadas por presentar
formas irregulares. También se distinguen un reducido numero de gotas
lipidicas.

Ultraestructuralmente, se evidencian hepatocitos con un nucleo de
membrana nuclear integra y nucléolo claramente diferenciado. En el citoplasma
se observan abundantes mitocondrias, alargadas y con aspecto electrondenso
debido a la gran cantidad de crestas. Al mismo tiempo, se evidencia abundante
reticulo endoplasmaético rugoso (RER), los peroxisomas y lisosomas igualmente
se observan abundantes en este 6rgano (Figuras 4y 5).

En la figura 6, se observa una célula Kupffer inactiva, localizada en la luz
del sinusoide. Esta célula muestra un contorno irregular, con un ndcleo grande
conteniendo dos nucléolos y en el citoplasma se observa la presencia de RER.
En las proximidades de la célula Kupffer se aprecia una célula de Ito, en cuyo
citoplasma se evidencia la presencia de gotas lipidicas, propias de este tipo de
célula. En la figura 7, se muestra una célula oval (células progenitoras hepaticas)
dispuesta entre dos hepatocitos, la cual presenta un nucleo ovoide,
caracteristico, y nucléolo visible, con un citoplasma escaso.

En el grupo hiperoxia se evidencian hepatocitos conteniendo abundantes
gotas lipidicas en su citoplasma, la cuales, desplazan el nucleo hacia la periferia
(Figura 8).

Al microscopio electrénico se observé un hepatocito de forma irregular
conteniendo un nucleo ovalado, muchas mitocondrias normales y otras con
formas irregulares (Figura 9). También se aprecia pérdida de la integridad
estructural en el patron de ordenamiento de las cisternas del RER, igualmente
se observan tumefactas. Por otro lado, las gotas lipidicas intracitoplasmaticas

se observan electrondensas y de diferentes tamafos.
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Figura 3. Microscopia de luz de higado de rata del dia postnatal P12

perteneciente al grupo control. Se observa tejido hepatico. Hep: hepatocito; flechas
continuas: células de Kupffer; flechas punteadas: eritrocitos; asteriscos: sinusoides hepéticos;

circulo: gotas lipidicas.
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Figura 4. Microscopia electronica de higado de rata del dia postnatal P12

perteneciente al grupo control. Se observa la estructura interna de un hepatocito.
N: nudcleo; n: nucléolo; M: mitocondrias; P: peroxisomas; flechas continuas: reticulo
endoplasmatico rugoso; flechas punteadas: lisosoma.
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Figura 5. Microscopia electronica de higado de rata del dia postnatal P12
perteneciente al grupo control. Detalle de hepatocito. Se observa cisternas de

reticulo endoplasmatico rugoso abundantes en disposicion paralela. RER: reticulo
endoplasmatico rugoso; M: mitocondrias.
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Figura 6. Microscopia electronica de higado de rata del dia postnatal P12 del
grupo control. Se observa una célula de Kupffer y una célula de Ito con

caracteristicas normales. Kup: célula Kupffer; Ito: célula de Ito; Lv: lumen vascular; N:
nucleo; n: nucléolo; flecha: reticulo endoplasmatico rugoso; asteriscos: gotas lipidicas.
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Figura 7. Microscopia electronica de higado de rata del dia postnatal P12
perteneciente al grupo control. Se observa una célula oval situada entre dos

hepatocitos. Ov: célula oval; N: nucleo; n: nucléolo; M: mitocondrias; P: peroxisomas; RER:
Reticulo endoplasmatico rugoso.

19



Figura 8. Microscopia de luz de higado de rata del dia postnatal P12
perteneciente al grupo hiperoxia. Se observan hepatocitos que contienen

abundantes gotas lipidicas en su citoplasma. Hep: hepatocito; flechas continuas:
células de Kupffer; flechas punteadas: eritrocitos; asteriscos: sinusoides hepaticos; circulos:

gotas lipidicas.
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Figura 9. Microscopia electrénica de higado de rata del dia postnatal P12
perteneciente al grupo hiperoxia. Se observa hepatocito con pérdida de su

integridad estructural y proliferacion del reticulo endoplasmatico rugoso. N:
nucleo; M negra: mitocondrias con forma normales; M blanca: mitocondrias de forma irregular;
RER: reticulo endoplasmatico rugoso; GIl: gota lipidica; flechas continuas: reticulo
endoplasmatico rugoso tumefacto; flechas punteadas: lisosomas.
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Figura 10. Microscopia electronica de higado de rata del dia postnatal P12

perteneciente al grupo hiperoxia. Detalle de hepatocito. N: nicleo; M: mitocondrias;
RER: reticulo endoplasmatico rugoso, flechas: mitocondrias con pérdida de su integridad.

En el grupo hiperoxia también se evidencia un hepatocito con
mitocondrias rotas (Figura 10) y se percibe la presencia de una célula Kupffer
activada en disposicion ameboidea, proxima a un hepatocito (Figura 11).

En el grupo hiperoxia-taurina el tejido hepatico presentd una estructura
aparentemente normal. Aunque al microscopio de luz se observaron
abundantes gotas lipidicas, éstas no fueron tan numerosas comparadas con el
grupo hiperoxia (Figura 12).

Las observaciones ultraestructurales revelaron hepatocitos bien
estructurados, donde se aprecian mitocondrias normales mostrando formas
alargadas o redondeadas (Figura 13). Las cisternas RER se muestran en
disposicion paralela (Figura 13, 14 y 15), aunque algunas veces se observa de
forma irregular (Figura 13). En la figura 16 se observan dos células Kupffer, una
inactiva (Figura 16-A) con apariencia similar a la del grupo control y una activa
(Figura 16-B) con un borde irregular caracteristico de una Kupffer cuando
cumple el papel de macréfago.
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Figura 11. Microscopia electronica de higado de rata del dia postnatal P12

perteneciente al grupo hiperoxia. Se observa una célula Kupffer activada. Kup:
célula de Kupffer; N: nucleo; Hep: hepatocito, M: mitocondrias; RER: reticulo endoplasmatico
rugoso; Gl: gota lipidica; circulo: glucégeno.
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Figura 12. Microscopia de luz de higado de rata del dia postnatal P12
perteneciente al grupo hiperoxia-taurina. El tejido hepatico presentdé una

estructura aparentemente normal. Hep: hepatocito; flechas continuas: células de Kupffer;
flechas punteadas: eritrocitos; asteriscos: sinusoides hepaticos; circulos: gotas lipidicas.
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Figura 13. Microscopia electrénica de higado de rata del dia postnatal P12
perteneciente al grupo hiperoxia-taurina. Se observa hepatocito con
preservacion de su estructura. N: ndcleo; M: mitocondrias; flecha: doble membrana
nuclear; RER: reticulo endoplasmatico rugoso; Flechas punteadas: lisosoma; Gl: gota lipidica.
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Figura 14. Microscopia electronica de hepatocito de rata del grupo hiperoxia-

taurina del dia P12. Detalle de la figura 13, reticulo endoplasmatico rugoso. N:
ndcleo; M: mitocondrias, RER: reticulo endoplasmatico rugoso; asteriscos: gotas lipidicas.
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Figura 15. Microscopia electrénica de higado de rata del dia postnatal P12

perteneciente al grupo hiperoxia-taurina. Se observa hepatocito. N: ndcleo; M:
mitocondrias; RER: reticulo endopldsmatico rugoso; P: peroxisomas; fechas puntadas:
lisosomas; GI: gotas lipidicas.
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Figura 16. Microscopia electronica de higado de rata del dia postnatal P12
perteneciente al grupo hiperoxia-taurina. A. célula de Kupffer inactiva y B. célula

de Kupffer activa en contacto con un hepatocito en proceso de necrosis. Kup:
célula de Kupffer; N: nucleo; n: nucléolo, ED: espacio de Disse.
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio revelan que la taurina ejerce un
efecto antioxidante y citoprotector en el higado de ratas expuestas a hiperoxia.

La concentracion de tioles solubles en acido (TSA) en el higado de ratas
del grupo hiperoxia en el dia P6 fue significativamente menor (42%) en
comparacion al grupo control, demostrando que ocurrié un estrés oxidativo en
los primeros dias de exposicion a altos niveles de oxigeno.

Diversos estudios demuestran que la hiperoxia da lugar a la formacién de
radicales libres (Moison et al., 1997). La lesion oxidativa que sufren las células
por accion de las especies reactivas de oxigeno (ERO) es controlada en gran
parte por los antioxidantes tiélicos (Aoshiba et al., 1999). Se ha demostrado que,
la reduccién del contenido de tioles celulares permite la acumulacion de ERO,
causando apoptosis en células, sugiriendo que los tioles celulares regulan la
apoptosis (Lu, 2009). El tiol mas abundante en las células es el glutation
reducido (GSH), el cual interviene en la reduccién de peréxido de hidrégeno
(H20,) o peroxidos de lipidos (Forman et al., 1997). Moison et al. (1997) indican
gue la disminucién del GSH en los eritrocitos de recién nacidos con enfermedad
pulmonar crénica, corresponde a un aumento en el consumo de GSH a
consecuencia del tratamiento prolongado e intensivo de oxigeno al cual fueron
sometidos. Ademas, los cambios en la concentracion de GSH en sangre
podrian reflejar un estado de estrés oxidativo in vivo (Cisneros et al., 2011).

El agotamiento intenso de GSH convierte la apoptosis (muerte celular
inducida por una variedad de agentes) a necrosis, sugiriendo que los niveles
muy altos de ERO pueden alterar la maquinaria apoptética (Hall, 1999).

Las mitocondrias son los principales consumidores de oxigeno molecular
dentro de las células durante la respiracion aerdbica; aunque la mayor parte del
oxigeno consumido se reduce a agua (H.0), un pequefio porcentaje se
convierte en ERO, dentro de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial (Kaeling, 2005). La formacion endégena de ERO en la respiracion
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aerdbica se incrementa, dramaticamente, bajo condiciones de estrés oxidativo
(Garcia y Fernandez, 2006). Los productos intermedios que se forman, tales
como superoxido (O2) y H.O,, pueden conducir a la producciéon de radicales
libres de alta capacidad oxidante, causando lipoperoxidacion y dafio celular (Lu,
2009). El H,O, es reducido tanto por el GSH como por la catalasa (CAT)
(Fernandez et al., 1997).

En el presente estudio, un gran numero de mitocondrias de los
hepatocitos del grupo hiperoxia se vieron afectadas tanto morfoldégicas como
estructuralmente, es posible que la exposicién a hiperoxia generé una mayor
cantidad de ERO, a través de la cadena transportadora de electrones,
contribuyendo a la disminucién de los niveles de TSA.

El GSH mitocondrial (MGSH) desempefia un papel esencial en la
defensa mitocondrial contra la constante generacién de ERO. Por lo tanto, el
agotamiento de mGSH, plantea una amenaza critica a la célula, ya que
conduce a mayores niveles de ERO y especies reactivas de nitrdgeno,
modificando los componentes mitocondriales oxidativos, provocando la
disfuncién mitocondrial y el agotamiento de adenosin trifosfato (ATP) (Lu, 2009).

Otra condicion que favorecié la disminucion de TSA en el higado de las
ratas del grupo hiperoxia pudo ser, el aumento en su exportaciébn a otros
organos donde se necesitaba en mayor concentracion de la habitual,
principalmente a aquellos con mas vulnerabilidad a las ERO. Lu et al (1991),
indican que durante periodos de estrés el higado aumenta el transporte de GSH
a los sitios donde se requiere. El agotamiento de GSH hepéatico debido a su
liberacion en sangre, por parte de este 6rgano, es una forma de transportar
cisteina, siendo capaz de abastecer y mantener la concentracion de GSH
intracelular en otros érganos (Wong et al., 2001).

La razon por la cual en el dia P12 el grupo hiperoxia no presento
diferencias en la concentracion de TSA con respecto al grupo control, puede
estar relacionado, probablemente, con una mayor madurez del érgano y/o con

el desarrollo de otros mecanismos antioxidantes compensatorios. Zirong Yy
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Shijun (2007) relacionan que el aumento GSH a largo plazo (20 dias de
exposicion a cadmio), en el higado de peces tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus), esta vinculado con el aumento de la actividad de la enzima y-glutamil-
cisteina sintetasa (y-GCS), un mecanismo compensatorio adaptativo en este
organo usado para sintetizar de novo GSH a fin contrarrestar los efectos
oxidativos del metal. Estos autores también aseguran que el aumento de ERO
y/o las disminuciones en GSH intracelular son capaces de activar la expresion
del gen de la y-GCS. Un proceso parecido pudo haber sucedido en las ratas
expuestas a 12 dias de hiperoxia.

En cuanto al grupo hiperoxia-taurina, los resultados revelan que la
concentracion de TSA en P6 fue significativamente mayor, superando en un
43% a la del grupo hiperoxia. Resultados similares fueron hallados por
Maniscalchi (2015), quien analiz6 el efecto protector de la taurina en la
sustancia blanca del cerebelo de ratas recién nacidas sometidas a hiperoxia
durante los dias P6, P9y P12, encontrando un incremento de tioles totales en la
sustancia blanca de los animales tratados con el aminoacido en comparacion a
los no tratados. Segun Cetiner et al. (2005), la taurina no tiene un efecto
conocido sobre la sintesis del GSH pero ésta disminuye el consumo de GSH
inhibiendo la lipoperoxidacién, un marcador de dafio oxidativo. Analizando el
efecto antioxidante de la taurina sobre el intestino, higado e ileon, en ratas
tratadas con metotrexato sistémico (agente quimioterapéutico citotoxico de
enfermedades malignas que baja draméaticamente la concentracion de GSH),
éstos autores encontraron que el contenido de GSH se restablecia totalmente
en estos drganos por la accién de la taurina.

Anand et al. (2011), investigando el efecto de la administracién oral de
taurina sobre los niveles de GSH en el higado, corazén y estomago de las ratas
Wistar normales, observaron después de la administracion de taurina, un
aumento en los niveles de GSH dependiente de la dosis. Los autores indicaron
gue la concentracion de GSH en los diferentes tejidos depende, principalmente,

de la tasa de biosintesis y de la utilizacibn en las reacciones de
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oxidacion/reduccion.

Por otro lado, Karafakioglu y Aslan (2010) expresan que la taurina podria
proteger contra el agotamiento de GSH en los tejidos previniendo la disminucion
de actividad de la glutation reductasa (GR), enzima necesaria para la reduccion
del GSSG de nuevo a GSH.

Se ha demostrado que, en los bebés recién nacidos existe una escasa
actividad hepatica de las enzimas cistationasa y descarboxilasa, imprescindible
en el metabolismo de los aminoéacidos sulfurados, cuyo producto final es la
taurina (Gaull, 1982); debido a esto, parece indispensable el suministro
exdgeno este B-aminoacido mediante la alimentacion con leche materna, que
aporte la cantidad adecuada de taurina para cubrir las necesidades del recién
nacido (Rivero et al., 2005). En las ratas, la taurina es transferida rapidamente
de la madre a la cria, a través de la leche materna (Rojas, 2015). Sin embargo,
bajo un estado de estrés oxidativo el suministro de esta sustancia a través de la
leche materna podria ser insuficiente, tal y como lo sugieren los resultados
bioquimicos del grupo hiperoxia, siendo posiblemente necesario un consumo
adicional de taurina que ayude a un mejor funcionamiento del sistema
antioxidante. Respaldando esta aseveracion, Sanchez et al. (2010) proponen
gue las defensas antioxidantes en los neonatos prematuros se encuentran

comprometidas, entre otras cosas, por deficiencias relativas de taurina y selenio.

Con respecto a las proteinas totales, en el dia P6 el higado de los grupos
hiperoxia e hiperoxia-taurina mostraron una concentracion similar. No obstante,
estas concentraciones son significativamente mas altas comparadas con el
grupo control. Resultados similares fueron hallados por Palma (2008), al
analizar la concentracion de proteinas totales en la retina de ratas en desarrollo
expuestas a hiperoxia. Se ha sefialado que, la hiperoxia influye en los niveles y
actividad de algunas proteinas hepaticas en ratas (Malleske et al., 2006). En el
presente estudio, el efecto de la hiperoxia sobre la concentracion de proteinas
totales en el higado, posiblemente, estimuldo la sintesis de proteinas

antioxidantes como las proteinas de estrés (PE) y enzimas antioxidantes como
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la CAT, superéxido dismutasa, glutation peroxidasa (GPx), metalotioneinas,
entre otras, presentes en tejidos expuestos a estrés oxidativo (Arrieta et al.,
2000; Astiz, 2009).

En todas las células que cumplen funcion de sintesis proteica se
encuentran las PE, las cuales en condiciones normales constituyen entre un 5%
y un 10% del contenido proteico celular (Espigares, 2005). Las PE son
acompafiantes moleculares o “chaperones moleculares”, que actian cuando se
produce una situacion de estrés celular y las proteinas intracelulares sufren una
desnaturalizacion (Fazzi y Espigares, 2008). En ese momento, las PE
aumentan su presencia y sintesis (hasta 2 y 3 veces) para, de esta manera,
reconocer las proteinas desnaturalizadas y unirse a ellas, utilizando energia
proveniente del ATP dirigiendo su plegamiento y asegurandose de conducirlas
a la adquisicion de una nueva estructura tridimensional. Ademas, pueden unirse
a péptidos y proteinas dafiadas ayudando en su reparacion o degradacion
(Sandoval, 2002). Las PE presentan una localizacion estratégica ya que se
encuentran tanto en citoplasma, como en mitocondrias, peroxisomas y reticulo
endoplasmatico, lo que proporciona una red organizada para controlar la
calidad del plegamiento proteico en los distintos compartimientos subcelulares
(Jiménez, 2008).

Un ejemplo de PE es la hemo-oxigenasa (HO) que cataliza la oxidacion
del grupo hemo en hierro ferroso (Fe**), monéxido de carbono (CO) y biliverdina,
gue se convierte rapidamente en bilirrubina. Se han descrito tres isoformas
distintas de la HO. La isoforma HO-2 se expresa de manera constitutiva y esta
presente con niveles elevados en cerebro y testiculos. La HO-3 tiene actividad
catalitica y actua como proteina fijadora de hemo. La HO-1 es una PE
distribuidas por todas partes, que puede actuar como sistema de defensa frente

al estrés oxidativo (Romanque et al., 2005; Conde et al., 2008).

La expresion de la HO-1 se incrementa, considerablemente, en presencia
de hipoxia, hiperoxia, endotoxinas bacterianas, radiaciones ionizantes, entre

otros, por lo que diferentes autores la consideran la enzima mas inducida por
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diversos estimulos que cualquier otra descrita hasta el momento, principalmente
por estrés oxidativo (Gonzalez y Herndndez, 2013). Se ha manifestado que la
HO-1 presenta un efecto hepatoprotector, siendo capaz de proteger al higado
de la lesion de isquemia/reperfusion, de endotoxemia y del dafio apoptético de
mediacion inmunitaria en ratones (Sanchez et al., 2005). La biliverdina protege
del estrés oxidativo actuando como antioxidante en diferentes modelos de
lesion hepética (Conde et al., 2008).

Para el dia P12, las proteinas totales disminuyeron sin presentar
diferencia en su concentracion en los tres grupos estudiados. Estos resultados,
posiblemente, guardan relacion con la madurez del sistema antioxidante a esa
edad postnatal. El ligero aumento en la concentracion promedio de proteinas
totales observado en el grupo hiperoxia-taurina puede deberse a las funciones
osmorreguladoras y antioxidantes que cumple la taurina en las membrana
celulares, ademas de regular la traduccion de sefiales debido a su efecto en la
fosforilacion de proteinas (Cafias, 2002; Rivero et al., 2005).

El analisis histolégico del higado en las ratas del grupo control mostré un
tejido bien conservado donde se observaron hepatocitos, algunos de ellos
portando gotas lipidicas, células de Kupffer, Ito y ovales con una estructura y
ultraestructura caracteristica. Los hepatocitos constituyen cerca del 80% de la
poblacion celular del tejido hepatico, responsables de purificar la sangre,
eliminando los desechos y toxinas, asi como almacenar nutrientes saludables
para que el cuerpo los utilice cuando sea necesario (Geneser, 2000).

Las celulas de Kupffer son macréfagos residentes en el higado,
constituyen cerca del 4% de la poblacién celular hepética (Sung et al., 1992).
Las células de Ito presentan la capacidad de almacenar lipidos, y constituyen el
principal reservorio de vitamina A del organismo. Muestran cambios
morfolégicos y funcionales muy importantes durante los procesos de
fibrogénesis, transformandose en miofibroblastos, y sintetizando importantes

cantidades de coldgeno en respuesta a estimulos inflamatorios (Geneser, 2000).

Las células ovales son escasas en el higado normal y se considera que
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apenas superan el 1% de las células en el higado fetal (Torres et al., 2011).
Estas células se encuentran normalmente en un estado quiescente; pero
durante la regeneracion hepatica las células ovales localizadas en la region
periportal (alrededor de los canales de Hering) invaden el parénquima por
completo, diferencidndose hacia hepatocitos y células del ducto biliar e
integrandose, finalmente, en la arquitectura hepética (Suérez, 2012; Osorio y
Rodriguez, 2014).

En el presente estudio, se evidenciaron dafios tanto estructurales como
ultraestructurales en los hepatocitos y células de Kupffer de las ratas del grupo

hiperoxia.

En los hepatocitos del grupo hiperoxia se observaron alteraciones
mitocondriales tanto morfolégicas como en la ruptura de su membrana. Yan et
al. (2010), observaron una disminucién en la funcién mitocondrial al aumentar la
tensidén oxidante, en hepatocitos de ratas expuestos a condiciones de hiperoxia
in vitro. Por otra parte, Casals et al. (1987), sefialan que el exceso de oxigeno
puede alterar la composicién de lipidos (lipoperoxidacion), perturbando las
funciones de las membranas, ya sea por alteracioén de la integridad estructural o
del microambiente entre los lipidos y las proteinas de membrana. En el
presente estudio, la lipoperoxidacion ocasionada por la hiperoxia, pudo haber
sido la causa de los cambios morfoldgicos observados en las mitocondrias de
los hepatocitos del grupo hiperoxia. Los hepatocitos tienen una alta tasa
metabdlica, para lo cual necesitan mucha energia proveniente del ATP. El dafio
mitocondrial puede traer como consecuencia una disminucion en la sintesis de
ATP y, por consiguiente, un descenso en la actividad metabdlica del hepatocito
(Browning y Horton, 2004).

Los dafios mitocondriales descritos fueron, posiblemente, los causantes
de la gran acumulaciéon de gotas lipidicas observadas en los hepatocitos por la
disminucién de los mecanismos de beta oxidacién (B-oxidacién) de acidos
grasos (Cornejo et al., 2014). La B-oxidacion es un proceso catabdlico de los

acidos grasos en el cual sufren remocion, mediante la oxidacion sucesiva de un
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par de &tomos de carbono en cada ciclo del proceso, hasta que el &cido graso
se descompone por completo en forma de moléculas de acetil-CoA, que serén,
posteriormente, oxidados en la mitocondrias para generar energia quimica en
forma de ATP (Champe et al., 2006).

Las alteraciones en el patron de disposicion de las cisternas observadas
en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) también pueden ser consecuencia
de trastornos influenciados por la lipoperoxidacion (Vaquero et al., 2012). La
tumefaccion de las cisternas es, probablemente, producto del aumento en la
sintesis de proteinas como se evidencié en el dia P6. La distencién de las
cisternas ante un agente toxico puede deberse al almacenamiento, en su lumen,
de las proteinas desplegadas desencadenando la respuesta del RER a las
proteinas mal plegadas (UPR, unfolded protein response, por sus siglas en
Inglés) (Izquierdo y Medina, 2011). El UPR tiene dos objetivos principales, en
primer lugar, recuperar el funcionamiento normal de la célula, deteniendo la
traduccion de proteinas y activando la via le produccion de PE involucradas en
el plegamiento de proteinas. Si la célula no consigue este primer objetivo en un
cierto lapso de tiempo, la UPR se dirige hacia el segundo objetivo que es la
apoptosis (Uguz et al., 2009).

Las células de Kupffer, se observaron activadas en el grupo hiperoxia.
Estas células representan la primera linea de defensa de este 6rgano que
recibe sangre arterial y esplanica rica en nutrientes, llevando a cabo un papel
importante en la patogénesis de varias enfermedades hepaticas (L6pez, 2013).
Actuan como reguladoras del proceso de apoptosis en otras células que estén
sufriendo dicho proceso (Schinoni y Parana, 2006). Cuando los hepatocitos
muestran cambios degenerativos, las células de Kupffer responden
inmediatamente (Urtasun y Nieto, 2007). Alhazza y Haffor (2005), al someter
palomas jovenes y viejas a hiperoxia observaron una activacion de las células
de Kupffer. También se ha sugerido la activacion de las células de Kupffer

después de un tratamiento agudo con H,O, (Cogger et al., 2001).

Los cambios ultraestructurales hallados en los hepatocitos, de las ratas
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de grupo hiperoxia, se han visto en otras circunstancias experimentales,
incluyendo isquemia, procesos de regeneracion, intoxicacion quimica, o incluso
estados de hipoxia (Schaffner y Felig, 1965), por lo tanto, ninguno de ellos
puede considerarse especifico. Se ha planteado que los diversos cambios
ultraestructurales que se producen en el higado después de la exposicidon
hiperdxica, guardan relacion con un proceso de adaptacion a la hiperoxia
(Casals et al., 1987; Vaquero et al., 2012). Las ERO, conjuntamente con otros
mecanismos, provocan lesiones hepatocelulares las cuales se traducen en
alteraciones en la funcionalidad del 6rgano, comprometiendo su viabilidad
(Montalvo et al., 2011).

En el grupo hiperoxia-taurina el tejido hepéatico mostré una estructura,
aparentemente, normal en comparacion con el grupo hiperoxia, a pesar de la
presencia de abundantes gotas lipidicas. A nivel ultraestructural, las
mitocondrias de los hepatocitos se mostraron normales, es decir, sin
alteraciones morfolégicas ni ruptura de su membrana. Las cisternas del RER en
su mayoria mostraron una disposicion paralela. Ademas, se pudo apreciar la
presencia de células Kupffer tanto inactivas como activas. Probablemente,
como diversos autores lo han sefialado (Huxtable, 1992; Gonzalez, 2015; Rojas,
2015; Cérdova, 2016), mediante la disminucion de la lipoperoxidacion por parte
de la taurina se obtuvo la citoproteccion del tejido hepatico.

Hagar (2004), analiz6 el estrés oxidativo en el higado de ratas expuestas
a ciclosporina A (agente hepatotoxico e inmunosupresor) y tratadas con taurina.
Segun Hagar, la taurina mejoro la lesion hepatica inducida por la ciclosporina A
y redujo el estrés oxidativo a través de la inhibicion de la lipoperoxidacion,
aumento de la actividad de la CAT y la reposicion de las reservas de GSH,
permitiendo la defensa celular correcta contra las ERO. Por otra parte, se ha
demostrado que la taurina ejerce un efecto protector contra el estrés oxidativo

en la lesion hepéatica crénica inducida por alcohol (Kerai et al., 1999).

En resumen, el estrés oxidativo generado por la exposicion a la hiperoxia

es el responsable de alteraciones, tanto a nivel bioquimico en las
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concentraciones tioles solubles en 4cido y proteinas, como a nivel histolégico
en el higado de ratas en desarrollo. Sin embargo, el principal hallazgo en este
estudio fue el efecto antioxidante que ejercio la taurina en la reduccion de los

dafios ocasionados por las ERO en el 6rgano.
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CONCLUSIONES

La hiperoxia provoco el agotamiento de los tioles solubles en acido (TSA)
y estimuld el aumento en la sintesis de proteinas totales. También fue la
responsable de las alteraciones estructurales y ultraestructurales observadas en
las células del higado de las ratas.

La taurina fue capaz de cumplir su accion antioxidante y citoprotectora
demostrado por el aumento de la concentracion de TSA y la preservacion de la
ultraestructura celular del higado de ratas expuestas a hiperoxia.

En un futuro la taurina podria ser empleada como tratamiento
antioxidante en las terapias de oxigeno a las que suelen ser expuestos los

prematuros al nacer.
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APENDICES

Apéndice 1. Analisis de varianza de la concentracion de TSA 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
Entre grupos 4 506,66 02 2 253,33 15,19 0.0045
Intra grupos 890,07 06 148,34

Total corregido 5 396,74 08

Apéndice 2.Contraste multiple de rango de la concentracibn de TSA 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
HIP 3 64,54 X
CON 3 111,32 X
HIP-TAU 3 112,66 X
Contraste Diferencia

CON —HIP *46,7833

CON — HIP-TAU -1,3433
HIP-HIP-TAU *-48,1267

*Indica una diferencia significativa

Apéndice 3. Analisis de varianza de la concentracion de TSA 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
Entre grupos 680,03 02 340,01 1,90 0.2189
Intra grupos 1 251,15 07 178,74

Total corregido 1931,18 09

Apéndice 4. Contraste multiple de rango de la concentracion de TSA en el

higado de ratas del dia P12, de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-taurina.
F: frecuencia, M: media, Gh: grupos homogéneos
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Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
CON 4 70,962 X
HIP 3 71,790 X
HIP-TAU 3 89,297 X
Apéndice 4. Continuacion.

Contraste Diferencia

CON - HIP -0,8275

CON - HIP-TAU -18,3342

HIP — HIP-TAU -17,5067

*Indica una diferencia significativa

Apéndice 5. Andlisis de varianza de la concentracion de proteinas totales en el

higado de ratas del dia P6, de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-taurina.
Sc: sumas cuadréticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P:

probabilidad.
Fuentede Variable SC Gl Mc Fs P
Entre grupos 133,912 02 66,9561 7,87 0,0088
Intra grupos 85,061 10 8,5061
Total corregido 218,973 12

Apéndice 6. Contraste mdultiple de rango de la concentracion de proteinas
totales 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
CON 4 117,83 X
HIP-TAU 5 124,12 X
HIP 4 125,42 X
Contraste Diferencia

CON —HIP *-7,5766

CON — HIP-TAU *-6,2799

HIP — HIP-TAU 1,2966

*Indica una diferencia significativa
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Apéndice 7. Andlisis de varianza de la concentracion de proteinas totales en el
higado de ratas del dia P12, de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-taurina.
Sc: sumas cuadréaticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadréticas, Fs: Fisher y P:
probabilidad.

Fuente de Variable SC Gl Mc Fs P
Entre grupos 42,081 02 21,0405 1,97 0,1903
Intra grupos 106,919 10 10,6919

Total corregido 149,000 12

Apéndice 8. Contraste mdultiple de rango de la concentracion de proteinas
totales 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
HIP 4 111,07 X
CON 5 111,80 X
HIP-TAU 4 115,32 X
Contraste Diferencia

CON —HIP 0,7275

CON — HIP-TAU -3,5200

HIP — HIP-TAU -4,2475

*Indica una diferencia significativa
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ANEXOS

Vena hepatica

Conducto

Higado

Vena porta

Anexo 1.Dibujo esquematico de las partes del higado.

_~Célula de
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\Golgﬁ .

Canaliculo biliar

Anexo 2.Dibujo esquemaético de la estructura de un hepatocito.
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Anexo 4. Disefio experimental. Incubadoras de los grupos de hiperoxia y
normoxia.
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Anexo 5. Oximetro utilizado en el disefio experimental.

Anexo 6. Microscopio Electrénico de Transmisién marca Hitachi H-600,
utilizado para observar cotes finos del tejido del higado.

54



Anexo 7. Grupo de tesistas del laboratorio de retina del IBCAUDO “Dra. Susan
Tai”.
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