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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto protector de la taurina contra el dafio oxidativo y
estructural en el pulmén de ratas recién nacidas expuestas a hiperoxia, 4 grupos de
animales constituidos por 10 crias y su madre, fueron colocados en una incubadora a 80
+ 3% de O, desde el primer dia de nacimiento y hasta los dias postnatales P6, P9 y P12.
A dos de los grupos se le suministrd una solucion de taurina al 3% (240 pumol/l) como
agua de beber (grupo hiperoxia-taurina) y a los otros dos grupos se le colocé solo agua
(grupo hiperoxia). Del mismo modo, se tomaron como control cuatro grupos similar a
los de hiperoxia, pero expuestos a normoxia (21% O;). Después del sacrificio se
tomaron muestras del pulmén tanto para el analisis biogquimico como histoldgico.
Bioquimicamente, se determind la actividad enzimatica de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) mediante técnicas espectrofotométricas. No obstante, la
estructura del pulmén se analizO mediante cortes semifinos (0,7um) de muestras
incluidas en resina epoxica. Los resultados muestran un aumento de la actividad
enzimatica de la G6PDH en el dia P6 del grupo hiperoxia. Esto sucede posiblemente,
por la necesidad de combatir las ERO mediante la produccion de la enzima NADPH
necesaria para catalizar las diferentes reacciones enzimaticas. El tratamiento con taurina
condujo a la disminucién de la G6PDH ese mismo dia postnatal, probablemente como
una reaccion a la actividad antioxidante del aminoécido. Histolégicamente en el grupo
hiperoxia se observé alteraciones estructurales con respecto al grupo control. Entre los
dafos figuran la ruptura de los tabiques alveolares, hemorragia alveolar por dafio capilar,
edema intersticial arterial y desprendimiento celular en el epitelio bronquiolar que
pueden alterar la homeostasis pulmonar. Estos dafios fueron posiblemente provocados
por la lipoperoxidacion de las membranas celulares debido al estrés oxidativo. En el
grupo hiperoxia-taurina el pulmon se observd mas protegido estructuralmente lo que
conlleva a pensar que es menos susceptible a enfermedades producidas por estrés
oxidativo. Los resultados posicionan la taurina como un posible agente antioxidante
contra el dafio pulmonar causado por la hiperoxia postnatal en el prematuro.

vii



INTRODUCCION

Las células que constituyen los tejidos del cuerpo humano necesitan de un suministro
continuo de oxigeno para poder desarrollar sus funciones. Por lo tanto, los individuos se

encuentran en la necesidad de contar con el sistema respiratorio, el cual proporciona de
manera eficiente el intercambio de gases para la administracion adecuada de este
elemento por todo el organismo. En los mamiferos este sistema se encuentra constituido
por el diafragma, los musculos del torax, la nariz, la boca, la faringe, la trdquea, el arbol
bronquial y los pulmones (Pérez y Fernandez, 2000).

Para optimizar sus funciones, el sistema respiratorio se vincula ampliamente con el
sistema circulatorio. De esta forma, los globulos rojos captan el oxigeno del aire, para
ser distribuido por los capilares sanguineos y abastecer a cada una de las células de los
distintos tejidos. A su vez, el dioxido de carbono que surge tras el aprovechamiento del

oxigeno junto con la glucosa dentro de las mitocondrias, regresa hacia los pulmones

luego de ser recogido por la sangre y transportado por las venas hasta el corazdn; esto

con la finalidad de ser removido del organismo (Thibodeau y Patton, 2000).

Aunqgue el oxigeno es un elemento necesario para que se desarrolle la vida, desde el

siglo XVIII se conoce como una sustancia toxica por su gran poder oxidante (Saugstad,

1999). Sin embargo, en nifios prematuros la oxigenoterapia es utilizada para evitar la
hipoxia en los tejidos (Alda et al., 2000). En el intento de compensar la deficiencia de

oxigeno, es muy frecuente que se genere un estado de hiperoxia (altas concentraciones
de oxigeno) que surge por el uso prolongado de la oxigenoterapia (Jobe y Bancalari,
2001; Baraldi y Filippone, 2007), de este modo se propicia la formacién de lesiones
pulmonares, convirtiéndose en una de las complicaciones mas comunes que se produce
en los prematuros. Es por esto que el oxigeno debe ser monitorizado, medido y vigilado

para evitar los efectos adversos que puede generar al ser utilizado como medicamento

(Weinberger et al., 2002). Cuando el pulmdn se expone a hiperoxia, se genera una al



reactividad de este elemento en el organismo mediante una serie de procesos
metabdlicos, formandose lo que se denomina especies reactivas de oxigeno (ERO),
radicales libres o productos intermedios reactivos; quienes pueden ser perjudicial para
los tejidos (Auten y Davis, 2009).

Los radicales libres surgen cuando cualquier especie quimica presenta en su estructura
atdbmica un electron desapareado o impar, de esta forma son capaces de existir
independientemente. Se caracterizan porque esta condicién los hace altamente reactivos
y al presentar una vida media muy corta, es comun que actlen cercano al sitio donde se
generan (Cheesman y Slater, 1998; Vento y Vifia, 2009). Existe un término donde
aquellas especies no radicélicas, son capaces de contribuir y participar en procesos
prooxidantes, denominandose ERO; este grupo esta constituido por el anién superéxido
(Oy), radicales hidroxilos (OH-), perdxido de hidrogeno (H20,), entre otros (Dorada y
Revilla, 2000).

La formacién enddgena de radicales libres y las ERO es un proceso natural, por lo tanto,
el cuerpo se encuentra dotado de mecanismos de defensa antioxidante que permiten
eliminar constantemente las concentraciones de estos compuestos, evitando que los
mismos actlen sobre macromoléculas y generen dafios estructurales, funcionales y
genéticos (Nagato et al., 2012). Cuando existe un desbalance en la generacién de ERO y
de los mecanismos de defensa antioxidante, se produce el estrés oxidativo (Maltepe y
Saugstad, 2009). Este proceso se encuentra ampliamente vinculado a su formacion
cuando hay una excesiva produccion de especies reactivas y por la actividad deficiente o
biosintesis disminuida de mecanismos antioxidantes enddgenos (Hernandez et al., 2010;
Wau et al., 2015).

El estrés oxidativo es conocido como un causante de dafio celular ya que se asocia con
muchos sindromes y patologias, dado por su capacidad de producir alteraciones
funcionales y estructurales de cualquier sistema especializado, siendo la peroxidacion
lipidica la consecuencia méas importante que causa a nivel de los tejidos (Bertrand, 1985;

Fink, 2002). Su mecanismo de accion se caracteriza en el dafio directo a las estructuras



ricas en &cidos grasos poliinsaturados, éstos son componentes esenciales de las
membranas celulares e indispensables para su funcionamiento adecuado; sin embargo, al
ser vulnerables al ataque oxidativo, la permeabilidad de la membrana puede verse
afectada, generando edema y muerte celular (Reylli y Burkley, 1990; Jerlick et al.,
2000).

Los sistemas antioxidantes se constituyen de moléculas cuya funcion se centra en

generar proteccion; evitando o retardando la oxidacion de biomoléculas como los
lipidos, proteinas y &cidos nucleicos (Céspedes y Sanchez, 2014). Se caracterizan

porque presentan la particularidad de ceder facilmente electrones, generando la
oxidacion y transformacion de los radicales libres y ERO, gracias a la afinidad que
presenta y la facilidad que tienen para interaccionar en medios hidrofébicos e
hidrofilicos; sin embargo, no todos los antioxidantes actian de esta manera, algunos
catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan sustratos permitiendo la reaccion

con los radicales libres (Moreno et al., 2001; Mayor, 2010).

Los sistemas antioxidantes constituyen un complejo de defensa primario, clasificado en
enzimatico y no enzimaético; asi mismo, este Ultimo se clasifica en enddégeno (se
encuentra en el organismo y es sintetizado por sus células) y exdgeno (ingresa a través
de la dieta) (Carmeliet et al., 1996; Patifio, 2006; O’Reilly et al., 2008). Dentro de los
elementos enzimaticos se encuentran las enzimas superéxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glutation transferasa
(GST). Los elementos no enzimaticos endégenos se constituyen de: glutation (GSH),
taurina, coenzima Q, acido Urico, entre otros. Dentro de los elementos no enzimaticos
exogenos, se encuentra las vitaminas C y E, y las metalotioneinas (Singh y Tuteja,
2010).

La taurina, es un p-aminoécido semi-esencial se encuentra presente en altas
concentraciones en la mayoria de las células de todas las especies animales. Se sintetiza
en las células a partir de la metionina en una ruta metabolica donde intervienen una serie

de moleculas azufradas, formando reacciones de desmetilacion, descarboxilacion y



oxidacion (Lourenco y Camilo, 2002). En su estructura quimica se puede notar que
carece del grupo carboxilo tipico de otros aminoacidos, pero contiene un grupo
sulfonato. La ruta principal para la biosintesis de la taurina, es a partir de la metionina y
la cisteina a través de la descarboxilasa del &cido cisteinesulfinico (CSD), y

generalmente requiere la oxidacion de la hipotaurina en taurina (Han et al., 2010).

La taurina es sin duda, una de las sustancias més esenciales del cuerpo, aunque es uno de
los pocos aminoacidos que no se usa en la sintesis de proteinas, esta razén lo condiciona
a que muy seguido se conozca como un aminoécido "no esencial". La capacidad
biosintética de los humanos para producir taurina es limitada en los recién nacidos,
también disminuye con el envejecimiento y en algunas etapas patoldgicas (trauma,
sepsis). En estas situaciones, es probable que la dieta sea una fuente importante de
taurina (Menx et al., 2004). Entre sus funciones destaca, la regulacién del volumen
celular, proporciona un sustrato para la formacion de sales biliares y desempefia un
papel en la modulacion de la concentracién de calcio libre intracelular, asi mismo, se le
atribuye la propiedad de ser un buen protector celular (Guz y Lortlar, 2007). En el
sistema inmune desempefia un rol antiinflamatorio propiciando la disminucién de la
inflamacién pulmonar que es causada por el estrés oxidativo (Bhavsar et al., 2009 y Jeon
et al., 2009).

Por otra parte, para que se lleven a cabo algunas respuestas celulares ante agentes
oxidantes es necesaria la presencia de enzimas como la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) (Mehta et al., 2000). EI mantenimiento frecuente de los
eritrocitos ante el estrés oxidativo depende en gran parte de la accion de esta enzima, ya
gue proporciona nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH),
molécula precursora de procesos importantes en el organismo en la via metabdlica de
las pentosas fosfato (Danzig et al., 2011). La produccion de NADPH es de gran
importancia, esta coenzima actta donando electrones en algunas reacciones enzimaticas
y es un cofactor indispensable en el metabolismo del glutation, permitiendo su

transformacion de glutatién oxidado a glutation reducido. Los eritrocitos se encuentran



dotados de una cantidad de glutation reducido que actda frente al dafio oxidativo
generado por productos oxidantes como el H,O, (Frank, 2005; Cappellini y Fiorelli,
2008). La supervivencia de los glébulos rojos puede verse comprometida si se genera
un fallo en la disponibilidad o actividad de la G6PDH, afectando la produccion de
NADPH, promoviendo la hipoxia en los pulmones y los tejidos, causando asi la
destruccidn de los eritrocitos que se da por el estrés oxidativo (Acosta et al., 2003).

Se han realizado numerosos estudios analizando el estrés oxidativo causado por la
hiperoxia en diferentes 6rganos de ratas recién nacidas y el efecto antioxidante de la
taurina. Los dérganos estudiados son el cerebelo (Maniscalchi, 2015; Rojas, 2015), el
cerebro (Gonzélez, 2015; Carvajal, 2015); rifion (Marquez y Vazquez, 2017), corazon
(Caraballo y Calzadilla, 2016). Los resultados han mostrado que la hiperoxia causa altos
niveles de peroxidacion lipidica y un desbalance del sistema antioxidante. No obstante,
se ha demostrado que la taurina puede proteger estos tejidos del efecto dafiino de la
hiperoxia postnatal. Por ésta razén, con el presente estudio se pretende analizar el
impacto de la hiperoxia sobre la enzima G6PDH y la estructura del pulmén de ratas
recién nacidas y el posible efecto antioxidante de la taurina.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

Para este estudio se utilizaron ratas de la especie Rattus norvegicus, cepa Sprague-
Dawley, proveniente del bioterio de la Universidad de los Andes. Una vez trasladadas
al laboratorio de mantenimiento de ratas del Instituto de Investigaciones en Biomedicina
y Ciencias Aplicadas (IIBCA), estas se colocaron en jaulas de acero inoxidable, durante
3 dias para que se condicionaran a su nuevo ambiente (21°C y ciclos de 12 horas luz-
oscuridad controlados artificialmente). Las jaulas fueron organizadas con 1 macho y 2
hembras para su apareamiento, proceso que durd 5 dias. Una vez finalizado el periodo
de apareamiento, las ratas fueron separadas para esperar que transcurriera el periodo de
gestacion que duraba 21 dias. Los animales fueron alimentados con ratarina comercial y

agua filtrada.
Induccion a la hiperoxia

Desde el dia de su nacimiento hasta los dias 6, 9 y 12 de desarrollo postnatal (P6, P9 y
P12) las ratas fueron expuestas a 80 + 3% de oxigeno (hiperoxia) diariamente con tres
interrupciones por dia de 30 minutos, con la intencion de exponerlas a 21% de oxigeno
(normoxia) y reducir un poco el estrés al que son sometidas las ratas durante la
hiperoxia, segun el protocolo sugerido por Lachapelle et al. (1999). El nivel de oxigeno

monitoreo utilizando un analizador de oxigeno ambiental (7820 Oxygen Monitoring

System), el cual estaba conectado a la incubadora y era calibrado diariamente.

La hiperoxia se aplico en una incubadora elaborada de plexiglas transparente y dividida
en 4 secciones donde se colocaron por separado, 4 grupos de ratas. Cada grupo estaba
compuesto por 8 a 10 crias, con sus respectivas madres. A dos grupos, los cuales fueron
identificados como hiperoxia-taurina (HT), se les afiadio taurina al 3%, en el agua de
beber. La madre ingeria la taurina del agua y se la transferia a las crias a través de la

leche materna. A los dos grupos restantes no se les colocé taurina en el agua, y estaban



identificados como hiperoxia (H). En una incubadora, pero sin oxigeno, fueron
mantenidos los 4 grupos de ratas controles bajo condiciones similares que los expuestos
a hiperoxia, es decir, con taurina y sin taurina en el agua de beber de la madre, el

primero identificado como control-taurina (CT) y el segundo como control (C).

Con el fin de evitar las complicaciones pulmonares que suelen presentar las ratas adultas
expuesta a hiperoxia, las madres fueron alternadas cada dia con las madres de las crias
controles, que se encontraban en un ambiente norméxico (Lachapelle et al., 1999).
Cumplido el periodo de hiperoxia, 5 o 6 individuos fueron pesados, para luego ser
sacrificados por decapitacion y rapidamente disectados para obtener el pulmén. Parte
del tejido se empled para los analisis histoldgicos y el resto fue congelado a -20°C para

su posterior procesamiento bioquimico.
Determinacioén de la actividad enzimatica

Para este analisis se utilizaron de 4 a 5 especimenes de cada tratamiento y de cada
periodo experimental. Para la determinacion de la actividad enzimatica se usé el
protocolo propuesto por Zapata-Vivenes y Nusetti (2007). Para esto, se homogeniz6 0,1
g en una relacion 1:8 m/v del buffer de extraccion. El buffer de extraccion consistia en
Tris-HCI (hidroximetilmetilamina) 20 mmol/l pH 7,6 conteniendo &cido etilendiamino-
tetracetato (EDTA) 1 mmol/l, ditiotreitol (DTT) 4 mmol/l, sacarosa 500 mmol/l, KCI
150 mmol/l y &cido fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF) 1 mmol/l en alcohol isopropilico.
El extracto resultante se centrifugé inicialmente a 2000 x g por 10 minutos a 4°C en una
centrifuga (Eppendorf 5702 R) refrigerada. El sobrenadante se centrifugd nuevamente a
1000 x g durante 30 minutos a 4°C. El volumen final colectado fue usado como fuente

de enzimas.
Determinacidn de los niveles de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

La velocidad de reaccion se determind midiendo el incremento en la absorbancia a 340
nm como resultado de la reduccién de NADP®. Para tal fin, se afiadid en la cubeta de
reaccion: 800 pl de imidazol-HCI 50 mmol/l, a pH 7,5; 20 pl MgSO,4 5 mol/l; 50 pl



NADP™ 0,05 mol/l, 100 pl de extracto.

La actividad de la enzima se determiné en un espectrofotdmetro marca Perkin Elmer
UV/VIS Lambda 2S, bajo condiciones de temperatura controlada a 26 + 0,5°C. Las

estimaciones de pendiente y actividad enzimatica especifica se realizaron en el programa
UV Winlab Lambda 25, bajo ambiente Windows.

Anélisis histologicos

Para el analisis histolégico una porcion del pulmon se cortd en pequefios fragmentos y
se fijo de inmediato durante 90 minutos en glutaraldehido al 2,5%, luego se sometio a
dos lavados de 10 minutos con buffer fosfato. Seguidamente se procedi6é a la post-

fijacién en OsO,4 (1%) por 90 minutos, para después realizar dos lavados de 10 minutos

con agua destilada. Las muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de

etanol (70 hasta 100%) por 20 minutos cada uno. Para la infiltracion se sustituyo el
etanol por 6xido 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 dejaron toda la noche en una mezcla de epon
puro. Finalmente, las muestras fueron incluidas en epdn, 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 pm)
en un ultramicrétomo Leica UM-UC6 con cuchilla de diamante; estos se tifieron con
azul de toluidina al 1% y se examinaron en el fotomicroscopio Axioskop FL-40 marca
Zeiss, con cdmara digital incorporada, y la ayuda de un software analizador de imagenes
AxioVision LE CannonModul, Carl Zeiss, Germany (Rojas et al., 2013).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron sometidos a un estudio estadistico de
confiabilidad del 95%, utilizando un analisis de varianza multifactorial (ANOVA). Para

el contraste a posteriori se utilizo la prueba Duncan (Sokal y Rohlf, 1989). Se empleé el



paquete estadistico Statgrafic Plus, version 5.1 en ambiente Windows, cuyos resultados
se expresaron en gréficas de barras (medias y desviacion estandar) para comparar los
niveles de G6PDH entre los distintos grupos estudiados (control, hiperoxia e hiperoxia —

taurina).
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RESULTADOS

Actividad enzimatica de la Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

Los resultados de la concentracién de G6PDH en el pulmon de ratas Sprague-Dawley de

los grupos control, hiperoxia e hiperoxia- taurina se reflejan en la figura 1.
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Figura 1. Actividad enzimatica de la G6PDH en ratas de los grupos control, hiperoxia e

hiperoxia-taurina en los dias postnatales P6, P9 y P12. Los superindices indican diferencias
significativas (P< 0,05) entre grupos. N=6.

En el dia postnatal P6 la actividad enzimética media de la G6PDH fue mas alta en el

grupo hiperoxia (6,70E-04 + 1,97E-04 U/ml) comparada con los grupos control (2,76E-
04 £ 1,4E-04 U/ml) e hiperoxia-taurina (3,23E-04 + 1,16E-04 U/ml) (P<0,05). En el dia
P9 no se observaron diferencias entre los grupos control (1,82E-04 £ 4,17-05 U/ml),
hiperoxia (2,16E-04 + 7,83E-05 U/ml) e hiperoxia-taurina (1,56E-04 = 6,69E-05 U/ml)
(P>0,05). En el dia P12 al igual que en P9 no se observaron diferencias entre los grupos
control (4,25E-04 £ 1,09E-04 U/ml), hiperoxia (3,23E-04 £ 1,44E-04 U/ml) e hiperoxia-
taurina (2,65E-04 + 1,29E-04 U/ml) (P>0,05).
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Anélisis histologico

El pulmén de las ratas del control presentd morfologia similar en P6 y P12 (Figura
2). Se caracterizo por contener alvéolos que son espacios bien definidos formados por

septos llamados tabiques inter-alveolares de un grosor variable (Figura 3). Este tabique
estd formado por tejido conectivo que le da su consistencia y soporte a las células que lo
conforman (células septales) y a la red de capilares alveolares que ocupan la mayor parte

de la superficie del tabique inter-alveolar (Figura 3). En el epitelio alveolar se
distinguen dos tipos de células, las células epiteliales superficiales planas 0 neumocitos
tipo 1 y las células alveolares grandes o neumacitos tipo Il (Figura 3). Los neumocitos
tipo 1 son las células méas abundantes de los alvéolos y revisten casi la totalidad de la

superficie alveolar. Conjuntamente con el endotelio de los capilares superficiales de los

tabiques, estas células conforman la barrera hemato-alveolar. Los neumocitos tipo Il

son mas escasos y son células redondeadas que pueden sobresalir en los espacios
alveolares, se caracterizan por presentar un ndcleo grande y citoplasma vacuolado
(Figura 3).

Con respecto al grupo hiperoxia en los alvéolos pulmonares de los dias P6 y P12 se
observaron ciertas alteraciones estructurales. Los tabiques inter-alveolares se
presentaron mas delgados y algunas veces rotos, lo que conduce a espacios alveolares
mas grandes en comparacion con el grupo control (Figuras. 4). En algunos espacios
alveolares se evidenci6 la presencia de células sanguineas posiblemente por la ruptura de
capilares alveolares (Figuras. 4). La mayoria de los capilares superficiales de los

tabiques alveolares mostraron una luz pequefia en comparacion con los capilares del

grupo control, haciendo mas lisa la superficie del tabique, otros capilares se
evidenciaron edematizados (Figura 5). En la superficie de los alvéolos se observd

escasez de los neumocitos tipo Il los cuales se presentaron pequefios y con ausencia de

vacuolas (Figura 5).
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Figura 2. Fotomicrografias panoramicas de alveolos del pulmon de ratas del grupo

control de los dias P6 y P12. A: alvéolos; SA: saco alveolar; TA: tabique inter-alveolar; Br:
bronquio; Ar: arteria.
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Figura 3. Fotomicrografias de alvéolos del pulmén de ratas del grupo control. A:
alvéolos; TA: tabique inter-alveolar; S: célula septal; flecha curva continua: neumocitos
tipo I; flecha blanca: neumocitos tipo Il; C: capilar; E: eritrocito.
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Figura 4. Fotomicrografias panoramicas de alvéolos del pulmén de ratas del grupo

hiperoxia de los dias P6 y P12. Se nota modificacién estructural del tejido. A: alvéolos;
TA: tabique inter-alveolar; circulo y flecha punteada: ruptura de tabique inter-alveolar Ar: arteria; Br:

bronquio; estrella blanca: edema; flecha negra: derrame eritrocitario.
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Figura 5. Fotomicrografias de alvéolos del pulmén de ratas del grupo hiperoxia de los
dias P6 y P12. A: alvéolos; TA: tabique inter-alveolar; flecha curva continua: neumocito
tipo I; C: capilar normal; estrella negra: capilar edematizado; estrella blanca: capilar
poco desarrollado; flecha blanca: neumocito tipo Il normal; flecha blanca punteada:
neumocito tipo Il atrofiado; S: células septales.
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En el grupo hiperoxia-taurina los alvéolos pulmonares presentan caracteristicas similares
a las del grupo control (Figura 6). Los alvéolos y tabiques se encuentran bien definidos y

con conservados, no hay evidencia de ruptura inter-alveolar ni derrame eritrocitario.

Figura 6. Fotomicrografias panoramicas de alvéolos del pulmoén de ratas del grupo

hiperoxia-taurina de los dias P6 y P12. A: alvéolos; SA: saco alveolar; TA: tabique inter-alveolar;
Ar: arteria.
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Los tabiques inter-alveolares mostraron una buena integridad estructural y no se
observaron celulas sanguineas en el interior de los alvéolos (Figura 7). Algunos
neumocitos tipo | se observaron pequefios y los neumocitos tipo Il fueron mas

abundantes comparados con el grupo hiperoxia.

R G

Figura 7. Fotomicrografias de alvéolos del pulmon de ratas del grupo hiperoxia-taurina.
A: alvéolos; TA: tabique inter-alveolar; SA: saco alveolar; S: célula septal; flecha curva
continua: neumocitos tipo I; flecha blanca: neumaocitos tipo Il; C: capilar normal; estrella
blanca: capilares superficiales pequefios.
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Los tabiques alveolares estan irrigados internamente por una densa red sanguinea
compuesta por capilares y arteriolas. Los capilares son relativamente pequefios (Figura
3) comparados con las arteriolas. Estas Gltimas se encuentran revestidas por tejido

conjuntivo producido por los fibroblastos (Figura 8).

Figura 8. Detalle de arteria del pulmoén de ratas del grupo control del dia postnatal P6.
A: alvéolos; Ar: arteria; En: endotelio; flecha curva continua: neumocitos tipo I; flecha
blanca: neumacitos tipo I1; C: capilar; flecha negra punteada: fibroblastos.
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En el grupo hiperoxia las arterias muestran signos de edematizacion en el tejido
conjuntivo que las rodea. En la zona edematizada se evidencia la falta organizacion en el

tejido fibrilar y escasos fibroblastos (Figura 9).

' N4 -
Figura 9. Detalle de arteria cercana a un bronquiolo del pulmén de ratas del grupo

hiperoxia del dia postnatal P12. El tejido conjuntivo se observa edematizado. Ar: arteria;
En: endotelio; Ed: edema; TC: tejido conjuntivo; flecha curva continua: neumocitos tipo I; flecha negra
punteada: fibroblastos; C: capilar.
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Las arterias del grupo hiperoxia-taurina muestran caracteristicas normales comparadas
con el grupo control. Los fibroblastos son abundantes y guardan un orden dentro del

tejido conjuntivo el cual se observa compacto y bien estructurado (Figura 10)

Figura 10. Detalle de arteria del pulmén de ratas del grupo hiperoxia-taurina del dia

postnatal P6. Se observa una buena integridad estructural en el tejido. A: alvéolos; Ar:
arteria; flecha negra continua: fibroblastos; TC: tejido conectivo.
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Con respecto a los bronquiolos del grupo control se encuentran recubiertos internamente
por un epitelio simple cubico ciliado compuesto por las células caliciformes que son
ciliadas y las células de Clara que producen un moco o material de revestimiento para

proteger los alvéolos (Figuras 11y 12).

3

Figura 11. Detalle de bronquiolo cercano a una arteria del pulmén de ratas del grupo
control del dia postnatal P6. Br: bronquiolo; flecha negra continua: células de Clara;
flecha negra punteada: células ciliadas; flecha blanca: neumocito tipo Il; Ar: arteria.
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Figura 12. Detalle de bronquiolo del pulmon de ratas del grupo control del dia postnatal

P12. Se nota la presencia de moco en el borde luminal del bronquiolo. BR: bronquiolo
respiratorio; BT: bronquiolo terminal; M: moco; flecha negra continua: células de Clara; flecha negra

punteada: célula ciliada.
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En el grupo hiperoxia, el epitelio de los bronquiolos presenta alteraciones estructurales
debido al desprendimiento de las células que conforman el epitelio en el borde luminar
(Figura 13). En algunas ocasiones el desprendimiento celular es casi total perdiéndose

por completo el epitelio (Figura 14).

Figura 13. Detalle de bronquiolo del pulmén de ratas del grupo hiperoxia del dia
postnatal P12. Se nota la presencia de células desprendidas en el lumen. BT: bronquiolo
terminal; ML: musculo liso; flecha negra continua: células de Clara; flecha negra punteada: cilios; C:
capilar; cabeza de flecha blanca: células desprendidas.
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Figura 14. Detalle de bronquiolo del pulmén de ratas del grupo hiperoxia del dia

postnatal P12. Se observa la pérdida casi total de las células del epitelio bronquiolar. Br:
bronquiolo; ML: musculo liso; Flecha curva continua: neumocitos tipo I; A: alvéolos; TA: tabique

interalveolar.
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En el grupo hiperoxia-taurina el epitelio de los bronquiolos presenta una estructura
preservada comparada con el control (Figura 15). A diferencia del grupo hiperoxia no se

observan células desprendidas en el lumen bronquiolar.

Figura 15. Detalle de bronquiolo del pulmdn de ratas del grupo hiperoxia-taurina del dia

postnatal P12. Se observa la integridad normal estructural del epitelio. Br: bronquiolo;
flecha negra: células de Clara; Ar: arteria; A alvéolo.
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio demostraron que la hiperoxia alteré la actividad
media de G6PDH y modificd la estructura del pulmon de las ratas en los dias de
desarrollo post natal P6, P9 y P12. Sin embargo, la taurina con su accion antioxidante

Ilevé la actividad de la G6PDH a niveles normales y preservo el tejido pulmonar.

En el grupo hiperoxia la actividad media de la G6PDH en el pulmon de las ratas del dia
P6 aumentd 69% comparada con el grupo control. En contraste, en los dias postnatales
P9 y P12 esta actividad descendid a niveles normales. Con un disefio experimental
similar al de presente estudio, Cérdova (2016) analizé la peroxidacion lipidica con la
técnica de las sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) en los pulmones de
ratas en desarrollo expuestas a hiperoxia postnatal. Los resultados arrojaron que la
mayor peroxidacion lipidica fue el dia P6 con un 80% con respecto al control, seguido
de P9 con 64% y P12 con 56%. Esta autora también analizd la concentracion de tioles
totales encontrando niveles ligeramente superiores a los normales y una actividad
enzimatica importante de la catalasa en los 3 dias postnatales analizados. El aumento en
la actividad media de la G6PDH, en el presente estudio, en el dia P6 se debid
posiblemente como proteccion del tejido pulmonar contra el estrés oxidativo
experimentado por los pulmones debido a la hiperoxia y que trajo como consecuencia la

activacion del sistema antioxidante.

La G6PDH es una enzima que se encuentra presente en el citoplasma de todas las células
de los mamiferos; desempefia un papel muy importante en muchas vias metabolicas, y
esta involucrada en el control de la generacion de ERO contribuyendo en la limpieza de
las células por medio de reacciones de Oxido reduccion gracias a la produccién de
energia mediante NADPH. EIl sistema antioxidante celular desempefia una funcién
elemental en la regulacién del estrés metabolico, en donde las moléculas oxidativas
estan directamente controladas por la naturaleza reductora de la NAPDH (Gomez et al.,
2014). La G6PD cataliza el paso de entrada de glucosa-6-fosfato (G6P) en la via de las

pentosas fosfato, especificamente en la de la hexosa monofosfato, reaccion que produce
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oxidacion de la glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconolactona, reduciendo NADP a
NADPH. En el glébulo rojo, este paso anaerdbico en el metabolismo de la glucosa es la
unica fuente de NADPH, el cual es requerido para la accién normal de la
metahemoglobina reductasa y el mantenimiento de un nivel adecuado de glutation
reducido (Howes et al., 2013).

Con respecto al grupo hiperoxia-taurina, la G6PDH mostr6 una actividad similar a la del
grupo control en los tres dias postnatales analizados. Esto se debe posiblemente a la
accion antioxidante de la taurina. Cordova (2016) analizé el papel de la taurina contra el
estrés oxidativo generado en el pulmén de ratas expuestas a hiperoxia los dias
postnatales P6, P9 y P12. La concentracién de TBARS fue un 69%, 48% y 28%, menor
en los dias P6, P9 y P12 respectivamente, en comparacion al grupo hiperoxia de la
misma edad. Esta pudo haber sido la causa del descenso del 52% de la actividad de la
G6PDH en el dia P6 con respecto al grupo hiperoxia y su posterior estabilizacion a

niveles normales en los dias P9 y P12.

Marquez y Vasquez (2017) analizaron el impacto de la hiperoxia sobre la actividad
enzimatica de la G6PDH en el rifion de ratas en desarrollo y el efecto antioxidante de la
taurina. Los autores encontraron que en el grupo hiperoxia, ocurrié un incremento de la
actividad enzimatica de la G6PDH de 27% en el dia postnatal P6 con respecto al grupo
control, lo que coincidi6é con un incremento significativo de la peroxidacion lipidica. La
taurina ingerida por los neonatos a través de la leche materna provocé el descenso de la
peroxidacion lipidica y por consiguiente de los niveles de la actividad de la GEGPDH.

Se ha demostrado que la taurina se encuentra en concentraciones particularmente altas
en los tejidos expuestos a niveles elevados de oxidantes, lo que sugiere su papel en la
atenuacion del estrés oxidativo. La accidn antioxidante mejor establecida de la taurina es
la neutralizacion del acido hipocloroso (HOCI), un oxidante extremadamente tdxico
generado por el sistema de haluro de mieloperoxidasa (MPO). Esta actividad explica las
propiedades antiinflamatorias de la taurina, ya que su reaccién con HOCI resulta en la

generacion de taurina cloramina (TauCl), un mediador antiinflamatorio méas estable y
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menos toxico (Barua et al., 2001; Schneider et al., 2005). Por lo tanto, la taurina puede
considerarse un componente importante en el impacto del desarrollo de la inflamacion
aguda. No obstante, también puede actuar en sistemas que no estén relacionados con
HOCI. Aunque la taurina es incapaz de eliminar directamente las ERO, se ha
demostrado que evita la generaciéon de RL y ERO. Asi mismo, se ha evidenciado que la
taurina mejora la expresion y las actividades de las enzimas antioxidantes, como la SOD,
la CAT y la GPX (Huxtable, 2002).

Histoldgicamente, los pulmones de las ratas del grupo hiperoxia mostraron alteraciones
en la arquitectura tanto del parénquima pulmonar como en los bronquiolos. Se evidencio
la sobre-expansién de los espacios alveolares con una consecuente ruptura de los
tabiques inter-alveolares, este tipo de alteraciones encontradas en los pulmones de las
ratas del grupo hiperoxia cumple con los criterios morfoldgicos para la formacion del
enfisema pulmonar. El enfisema de tipo intersticial es una enfermedad pulmonar muy
frecuente en prematuros y estd relacionada con la implementacion de terapias de
oxigeno. En este contexto, el aire puede acceder al intersticio pulmonar a lo largo de los
paquetes vasculares bronquiales debido a cambios subitos en los volimenes pulmonares
y a la presion transpulmonar. Los cambios secundarios que se producen en los sacos
alveolares causan la ruptura de los septos inter-alveolares y genera alvéolos
sobredistendidos. (Guyton, 2005). Los tabiques inter-alveolares estan compuestos por
los neumocitos tipo |, las células septales y los capilares septales. Los neumocitos tipo |
son células delgadas que se extiende sobre la membrana basal, es decir a lo largo del
alvéolo tapizandolo casi completamente. Estas células estan unidas una con otras por
uniones ocluyentes o uniones estrechas evitando que el fluido extracelular pase a los
alvéolos. Estas células desempefian un papel importante en el mantenimiento del fluido
alveolar ya que expresan canales ionicos. Son las células méas sensibles a los efectos

toxicos y no pueden replicarse (Borok, 2014; Matthay et al., 1993).

En el grupo hiperoxia también fue notoria la presencia de hemorragia en el espacio
alveolar. Frecuentemente esto es producto del debilitamiento de las membranas de las

células endoteliales que constituye los capilares, quienes son susceptibles al dafio
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producido por las ERO (Leung et al., 2008). Asi mismo, el dafio observado en los septos
alveolares de las ratas expuestas a hiperoxia puede estar relacionado con la
lipoperoxidacion de las membranas celulares. Los lipidos son compuestos quimicos
fundamentales en la arquitectura celular, no obstante, son los componentes mas
vulnerables frente al ataque de las ERO mediante una reaccion denominada
peroxidacion lipidica (Semenza, 2000). Los &cidos grasos polinsaturados (AGPI), son
los constituyentes de los lipidos, y estos suelen ser mas susceptibles a peroxidarse
debido a que sus hidrogenos bisalilicos son facilmente extraibles comparados con los
hidrdgenos alifaticos, una vez iniciado este proceso, se genera una reaccion en cadena
involucrando las etapas de propagacion, ramificacion y terminacion (Bertrand, 1985;
Schieber y Chandel, 2014).

En un paciente con enfisema, las paredes de algunos alvéolos estdn dafiadas y cuando
esto sucede, los alvéolos pierden su elasticidad y atrapan aire. De este modo es dificil
expulsar todo el aire de los pulmones, ademas estos no se vacian de forma eficaz, por lo
tanto, hay mucho més oxigeno disponible en los alvéolos del que se puede eliminar por
el flujo de sangre. Este tipo de trastorno disminuye notablemente la efectividad de los

pulmones como dérganos para el intercambio de gases (Stewart y Voelke, 2008).

Otra alteracién hallada en los pulmones de las ratas del grupo hiperoxia fue la
disminucion de la poblacion de neumocitos tipo 1l en los alvéolos, comparada con el
grupo control. Se infiere que la escasa poblacién de este tipo celular podria estar
asociada a la exposicion del pulmén a la hiperoxia. Se ha determinado que el estrés
oxidativo conlleva al mal funcionamiento de las bombas de agua y electrolitos en los
neumocitos (comunmente el tipo Il), causando el estancamiento de electrolitos
generando edema que a su vez induce la muerte celular temprana de estas células
(Serje,1998). Los RL producidos por la hiperoxia también podrian modificar el sistema
de membranas produciendo alteracién de las mitocondrias y dafio en el ADN lo que
puede conducir a la muerte celular bien sea por necrosis 0 por apoptosis (Wiegman et
al., 2014).
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Los neumocitos tipo Il son células cuboidales que se encuentran en las uniones septales
alveolares y sobre la membrana basal fijandose a otras células por uniones estrechas.
Estan implicados en el transporte de fluidos a través de sus canales de sodio y a la
ATPasa sodio/potasio, pueden diferenciarse a heumocitos tipo | en caso de dafio en el
pulmén (Kotton y Mulligan, 2005). Estas celulas se caracterizan por sus nucleos
vesiculares y el citoplasma vacuolado, en donde poseen inclusiones caracteristicas
Ilamadas cuerpos multilamelares. Los cuerpos lamelares poseen fosfolipidos,
mucopolisacaridos y proteinas (incluyendo hidrolasas lisosomicas), dichos cuerpos son
productos de la sintesis del componente tensoactivo del material que reviste los alvéolos

(surfactante), el cual es importante para desarrollar su funcidn secretora. La falta de esta

sustancia provoca el colapso de los alvéolos, ocasionando estados patologicos en el
recién nacido. A diferencia de los neumocitos tipo |, éstas células pueden replicarse y
reemplazar a los neumocitos tipo Il dafiados (Isakson et al., 2001).

La carencia de neumocitos tipo Il en el grupo hiperoxia pudo traer graves consecuencias
para el buen funcionamiento de los pulmones ya que el déficit de surfactante produce
colapso alveolar y microatelectasias difusas (presion en la parte externa del pulmén y
que puede darse también por obstruccion de bronquios y bronquiolos), con edema y
dafio celular, produciéndose como consecuencia una disminucion de la distensibilidad
pulmonar, de la capacidad residual funcional y alteracion de la relacién ventilacion
perfusidn; este trastorno es descrito como enfermedad de la membrana hialina (EMH)
(Gonzélez y Omafia, 2006). La EMH se da luego del nacimiento, en recién nacidos
prematuros, con pulmones inmaduros incapaces de secretar surfactante. Es una
enfermedad respiratoria compleja que se caracteriza cuando la deficiencia de surfactante
a nivel de la interfase aire-liquido dentro del alvéolo conlleva al aumento de la tension
superficial, situacion que a su vez propicia a que éste se colapse en la espiracién, no
quede volumen residual funcional y disminuya la distensibilidad pulmonar. Todo esto
genera una mayor tension superficial en el alvéolo, que interfiere en el normal
intercambio de O, y CO,. Al presentarse un desequilibrio en el intercambio gaseoso por

la disfuncionalidad de unidades alveolares se produce hipoxemia la cual aumenta la
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permeabilidad capilar, y a su vez se produce edema (Fehlmanna et al., 2010; Hintz et al.,
2007).

En el grupo hiperoxia también se evidencio la edematizacion en el tejido conjuntivo que
rodea las arterias. EI endotelio microvascular pulmonar es wuna estructura
metabolicamente esencial para mantener la homeostasis pulmonar y cardiovascular. Los
estimulos dafiinos comprometen la integridad estructural y funcional endotelial
pulmonar, y conducen a la formacion de edema pulmonar no cardiogénico e inflamacion
parenquimal (Silverman et al., 1998). El edema es una lesion muy frecuente y algunas
veces importante caracterizada por acumulacién de liquido en el intersticio pulmonar o
alvéolos. En condiciones normales los pulmones producen trasudados (liquido bajo en
proteina) el cual es absorbido por los vasos linfaticos. Si la produccion de liquido excede
la remocion, ya sea por exceso en produccion o por falla en la absorcién, el liquido se

acumula causando edema pulmonar (Sweet et al., 2010).

La alteracion de la membrana del endotelio vascular como consecuencia de la hiperoxia
postnatal posiblemente propicié el aumento de la permeabilidad celular conduciendo a la
filtracién de liquido dentro del intersticio circundante (edema). Ademas, los dafios
causados a las uniones estrechas formado por los neumocitos tipo | en el tejido alveolar
permiten al liquido proteico permear e inundar el alvéolo. La acumulacion de edema en
sus espacios aereos inactiva el surfactante y aumenta la distancia de difusion para el
intercambio de gases; esto es caracteristico en ciertas patologias como el de la fase
temprana exudativa del sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) (Saugstad et
al., 2008).

En la zona edematizada alrededor de las arterias se evidenci¢ la falta de organizacién en
el tejido fibrilar y escasos fibroblastos. Esto pudo darse por la pérdida de la capacidad

del endotelio capilar de controlar la entrada y salida de liquido provocado por la
lipoperoxidacion inducida por la hiperoxia. Los fibroblastos son células versatiles que se

diferencian a miofibroblastos y secretan proteinas de matriz extracelular (MEC) durante

la reparacion tisular fisiologica en casi todos los 6rganos (Kulkarni et al., 2016). Los
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miofibroblastos promueven la produccién y el remodelamiento de la matriz extracelular
ya que produce diversas enzimas de la familia de las metaloproteinasas (MMPs), tales

como la colagenasa intersticial (MMP-1), gelatinasa A (MMP2); proteoglicanasas,
glicosaminoglicanasas y los inhibidores tisulares de metaloproteinasa (TIMPS). Asi

mismo, sintetiza colageno tipo | y IlI, fibras el&sticas, proteoglicanos, fibronectina,
ademas de otras proteinas y proteasas, tanto constitutivas como inducibles (Fries et al.,
2004).

La sintesis de productos de los fibroblastos debe ser altamente controlada para el
correcto funcionamiento de la homeostasia de MEC. Tanto la produccién elevada y

descontrolada de productos que conforman MEC como la disminucion de la sintesis de
los mismos pueden traer como consecuencia multiples enfermedades. En los pulmones
la exagerada activacién de los miofibroblastos conlleva a la fibrosis pulmonar idiopética
y a la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC). No obstante, la inhibicién de
su actividad se puede traducir en una falla en la reparacion de la MEC en caso de dafio
(Cottin, 2012).

El desprendimiento casi total de las células que conforman el epitelio bronquiolar

(células de clara y células ciliadas) en su borde luminar fue posiblemente causado por
una enfermedad pulmonar provocada por la exposicion postnatal a la hiperoxia. Se ha

demostrado que los epitelios de las vias aéreas pulmonares pueden ser remodelados

después de un dafio para recuperar la homeostasis pulmonar, no obstante, dependiendo
de la severidad de la agresion tisular el epitelio puede ser recuperado o no. En una
revision bibliografica Crosby y Waters (2010), explican el mecanismo de reparacién
epitelial en los pulmones después de una lesidn epitelial. Segln esos autores todo
comienza por el reclutamiento de células inmunes y la propagacion y migracién de
células epiteliales sobre una matriz temporal fabricada de forma aut6loga. En resumen,

la lesién provoca la liberacion del factor de crecimiento epidérmico y las familias de
factores de crecimiento de fibroblastos (TGF-, KGF, HGF), quimiocinas (MCP-1),
interleucinas (IL-1, IL-2, IL-4, IL-13) y prostaglandinas (PGE2). Estos factores
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coordinan procesos que involucran integrinas, materiales de matriz (fibronectina,
coldgeno, laminina), metaloproteinasas de matriz (MMP-1, MMP-7, MMP-9),
adherencias focales y estructuras del citoesqueleto para promover la propagacion y
migracion celular. Las células madre progenitoras localizadas y distales se reclutan en

el area lesionada, y la proliferacion y diferenciacion fenotipica de estas células conduce

a la recuperacion de la funcion epitelial.

La eliminacion celular del epitelio afectado también puede ser por apoptosis de las
células dafiadas o por autofagia. De acuerdo con Levine y Kroemer (2008) la apoptosis
puede servir como un proceso de adaptaciéon al eliminar las células disfuncionales,
limitar la inflamacidn en el tejido dafiado, y también puede actuar como una proteccion
contra la proliferacién celular patoldgica y la carcinogénesis. Asi mismo, algunos
estudios orientan, que el desanclaje celular estd vinculado con un tipo de apoptosis
denominada anoikis (Cardone et al., 2007). Este proceso se caracteriza por la
interrupcién de la unidn celular a la matriz extracelular y da como resultado la
activacion de la muerte celular programada (Frisch y Francis, 1994). El papel de las
ERO en anoikis no es muy claro, pero hay investigaciones que indican que la
interrupcion del contacto celular se da por un aumento en los niveles intracelulares de
ERO. Por otra parte, este tipo de procesos degenerativos del epitelio bronquiolar se
asocia a estados de inflamacion y en infecciones respiratorias virales. Si las celulas
afectadas no se eliminan por apoptosis u otro mecanismo y permanecen vivas en el lado
luminal del bronquiolo, éstas pueden crecer independiente y desarrollar enfermedades

metastasicas. (kim et al., 2005).

El desprendimiento de las células de Clara es una alteraciébn muy grave ya que éstas
desempefian una funcion principal en la secrecion de una sustancia denominada la
proteina secretora de la célula de Clara (CCSP), la cual es un polipéptido cuya funcion
es proteger el epitelio bronquiolar de la intoxicacion por sustancias nocivas inhaladas en
los pulmones (gases toxicos, polvo). También actian como celulas madre ya que a

partir de ellas se multiplican y diferencian las células ciliadas, para regenerar el epitelio
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bronquiolar (Woywodt et al., 2010). Por otra parte, se hizo notorio que las células
ciliadas del epitelio bronquiolar presentaban ausencia de cilios. Este dafio que es
causado por la hiperoxia, evita que las secreciones de moco puedan ser distribuidas en
todo el epitelio, de esta forma se hace mas susceptible el tejido, aumentando la
posibilidad de que los microorganismos patdgenos lo colonicen al no ser atrapados por
la barrera mucoide del epitelio bronquiolar (Sinha et al., 2009).

Se ha planteado que las ERO son las responsables de generar vasoconstriccion de la
microcirculacion pulmonar, este efecto es muy caracteristico en aquellas situaciones
donde se implementa oxigenacion en prematuros (Vanhoute et al., 2009). La finalidad
del organismo al generar este mecanismo es evitar la entrada de altas concentraciones de
O, en tejidos donde se puede producir un efecto dafino, ademas estudios han
demostrado que la hiperoxia acelera la degradacién del 6xido nitrico y esto propicia de
forma directa la obliteracion de capilares debido a que este gas es producido por las
células endoteliales y actla relajando estas células permitiendo de este modo la

dilatacion de los capilares y vasos sanguineos (Leung, 2008).

En el grupo hiperoxia-taurina se observd en el parénquima pulmonar y en los
bronquiolos estructuras bien conservadas comparada con el grupo hiperoxia, esto
posiblemente se dio por la administracién de taurina, la cual actu6 preservando el tejido
pulmonar del efecto provocado por el estrés oxidativo inducido por la exposicion a altas

concentraciones de O,.

Los tabiques inter-alveolares del grupo hiperoxia-taurina mostraron una buena
integridad estructural sin evidencia de ruptura gracias a la preservacion morfoldgica de
las células. Probablemente, la taurina con su capacidad antioxidante evita la
lipoperoxidacion de las membranas celulares y en consecuencia su ruptura. Por otro
lado, los capilares alveolares mostraron una estructura normal, evitando la
vasoconstriccion que generalmente es ocasionada por la exposicion a la hiperoxia. La
ingesta de taurina posiblemente ayudo a la preservacion del 6xido nitrico, un gas

indispensable para que se pueda ejercer el correcto funcionamiento del ajuste del
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volumen en las células endoteliales (Huxtable, 1990).

Las arterias del grupo hiperoxia-taurina muestran una estructura con caracteristicas
normales comparadas con el grupo hiperoxia. No se evidenci6 signos de edematizacion
en el tejido conjuntivo, también la taurina ayudo a que se preservaran los fibroblastos
evitando que se generara la necrosis del tejido adyacente a la arteria. Por otra parte, a
nivel del bronquiolo, la taurina mantuvo la integridad estructural del tejido, evitando el
desprendimiento de células del epitelio que lo constituye. Se ha demostrado que la
taurina evita la lesion tisular gracias a la proteccion que le brinda al ADN celular tras la
eliminacidn de radicales hidroxilos, mediante el metabolismo de la cisteina (Nandhini et
al., 2005).

Los resultados de este estudio sostienen que la taurina acttio preservando el tejido
pulmonar de ratas recién nacidas expuestas a hiperoxia y evito que se formaran dafios en
el pulmoén luego de ser expuesto a hiperoxia los primeros dias de desarrollo post natal.
Asi mismo, mantuvo la actividad de la G6PDH en niveles normales para que esta

enzima pudiera actuar regulando de manera eficiente el estrés metabdlico.



CONCLUSIONES

La G6PDH aumento en el grupo hiperoxia el dia P6 posiblemente como un mecanismo
para proteger el sistema antioxidante del pulmén. El tratamiento con taurina
probablemente redujo el estrés oxidativo lo que condujo a la disminucion de la G6PDH

ese mismo dia postnatal.

La hiperoxia provoco diferentes dafios estructurales en el pulmén como: ruptura de los
tabiques alveolares, hemorragia alveolar, edema intersticial arterial y desprendimiento

celular en el epitelio bronquiolar que pueden alterar la homeostasis pulmonar.

La ingesta de taurina protegi6 la estructura de alvéolos y bronquiolos lo que induce a
pensar que el pulmon de las ratas tratadas, es menos susceptible a enfermedades

causadas por estrés oxidativo.

Los resultados infieren que en un futuro la taurina podria ser utilizada como un
antioxidante para evitar el estrés oxidativo y las alteraciones estructurales en el pulmon

del prematuro expuesto a hiperoxia.
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APENDICE

Apéndice 1. Analisis de varianza de la actividad de la G6PDH, en el pulmdn 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 variable SC Gl Mc Fs P
Entre grupos 0,104 02 0,052 33,30 0,001
Intra grupos 0,023 14 0,001

Total corregido 0,127 16

Apeéndice 2. Contraste multiple de rango de la actividad de la G6PDH, en el pulmén de
ratas del dia P6 de los grupos control, hiperoxia e hiperoxia-taurina. F: frecuencia, M:
media, Gh: grupo homogéneo.

Método 95,0: Porcentaje Duncan

Grupo F M Gh
CON 6 0,245 X
HIP-TAU 6 0,291 X
HIP 6 0,425 X
Contraste Diferencias
CON-HIP *-0,18
CON-HIP-TAU -0,046
HIP-HIP-TAU *0,133

*indica una diferencia significativa
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Apeéndice 3. Andlisis de varianza de la actividad de la G6PDH, en el pulmon de ratas del
dia P9 de los grupos control hiperoxia e hiperoxia-taurina. Sc: sumas cuadréticas, Gl:
grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente variable SC Gl Mc Fs P
Entre grupos 0,00760104 03 0,0017352 3,41 0,0667
Intra grupos 0,00213591 11 0,000371031

Total corregido 0,009736 14

Apéndice 4. Analisis de varianza de la actividad de la G6PDH, en el pulmon 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 variable SC Gl Mc Fs P
Entre grupos 0,00114892 7 0,0056219 4,12 0,0621
Intra grupos 0,00823476 7 0,000984326

Total corregido 0,009383 14
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estructural en el pulmén de ratas recién nacidas expuestas a hiperoxia, 4 grupos de
animales constituidos por 10 crias y su madre, fueron colocados en una incubadora a 80
+ 3% de O, desde el primer dia de nacimiento y hasta los dias postnatales P6, P9 y P12.
A dos de los grupos se le suministr6 una solucion de taurina al 3% (240 pmol/l) como
agua de beber (grupo hiperoxia-taurina) y a los otros dos grupos se le colocé solo agua
(grupo hiperoxia). Del mismo modo, se tomaron como control cuatro grupos similar a
los de hiperoxia, pero expuestos a normoxia (21% O;). Después del sacrificio se
tomaron muestras del pulmén tanto para el andlisis bioquimico como histologico.
Bioguimicamente, se determind la actividad enzimatica de la glucosa-6-fosfato
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estructura del pulmén se analizO mediante cortes semifinos (0,7um) de muestras
incluidas en resina epoxica. Los resultados muestran un aumento de la actividad
enzimatica de la G6PDH en el dia P6 del grupo hiperoxia. Esto sucede posiblemente,
por la necesidad de combatir las ERO mediante la produccion de la enzima NADPH
necesaria para catalizar las diferentes reacciones enzimaticas. El tratamiento con taurina
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una reaccion a la actividad antioxidante del aminoécido. Histol6gicamente en el grupo
hiperoxia se observé alteraciones estructurales con respecto al grupo control. Entre los
dafos figuran la ruptura de los tabiques alveolares, hemorragia alveolar por dafio capilar,
edema intersticial arterial y desprendimiento celular en el epitelio bronquiolar que
pueden alterar la homeostasis pulmonar. Estos dafios fueron posiblemente provocados
por la lipoperoxidacion de las membranas celulares debido al estrés oxidativo. En el
grupo hiperoxia-taurina el pulmén se observd mas protegido estructuralmente lo que
conlleva a pensar que es menos susceptible a enfermedades producidas por estrés
oxidativo. Los resultados posicionan la taurina como un posible agente antioxidante
contra el dafio pulmonar causado por la hiperoxia postnatal en el prematuro.
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