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RESUMEN

La nutricion en los ultimos afos ha tomado un gran interés como un factor
determinante en el desarrollo de las enfermedades cronicas y existe evidencia
cientifica de que las alteraciones en la dieta (desnutricion u obesidad) tienen
influencia en la salud a lo largo de la vida. Estudios epidemiolégicos en humanos
relacionan la incidencia de una variedad de enfermedades en el adulto, tales como
la diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares y la hipertension con la
pobre nutricion prenatal y el bajo peso al nacer. Este grupo de enfermedades es
comunmente conocido bajo el término de Sindrome Metabdlico o Sindrome X.
Estda bien establecido en diversas especies animales que las alteraciones
producidas por la restriccion proteico-caldrica (RPC) o desnutricion pueden tener
efectos permanentes si ésta ocurre en un periodo critico durante la etapa del
desarrollo fetal. Por otro lado, el estrés oxidativo es una de las posibles causas,
asociada con el crecimiento fetal adverso o parto prematuro; este puede ser un
factor comun entre la programacion fetal y la asociacion con el riesgo elevado de
padecer enfermedades en la etapa adulta. Dentro de la célula el principal organulo
generador de especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de
nitrégeno (ERN) es la mitocondria, en la cual, al existir un desbalance entre la
produccion ERO y/o ERN vy las defensas antioxidantes se genera el estrés
oxidativo y/o nitrosativo. Probablemente este organulo puede estar jugando un
papel importante en la regulacion del estrés oxidativo y/o nitrosativo durante la
restriccion proteico-caldrica y tener influencia en la posible programacion fetal de

la enfermedad.

Es importante, poder determinar el impacto que puede generar un cambio
nutricional (RPC) sobre el estrés oxidativo y nitrosativo a nivel mitocondrial
durante el desarrollo en etapas prenatales y postnatales, por lo que en el presente
trabajo sometimos a un grupo de ratas tanto hembras como machos a RPC y
determinamos parametros indicativos de el estrés oxidativo y nitrosativo en las

mitocondrias de higado de rata. Los resultados mostraron variaciones
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dependientes de la etapa del desarrollo de la rata, observandose un incremento
por arriba del 200% en la produccion de 6xido nitrico mitocondrial (NO-y,), valores
disminuidos en los niveles de lipoperoxidacion del 200% menos, asi como también
en el perfil de nitrosilacion de proteinas un incremento de aproximadamente el
15%, en cuanto al efecto de la RPC sobre las defensas antioxidantes, la actividad
de la enzima glutation reductasa y los niveles de glutation reducido al interior de la
mitocondria, se observaron valores menores de hasta el 50% en la actividad
enzimatica y los niveles de glutation reducido se encontraron disminuidos
aproximadamente un 10% en las etapas cercanas al nacimiento (recién nacidas),
contrariamente en etapas posteriores al desarrollo completo del animal (15, 23 y
31 semanas) se observaron valores similares al control en las determinaciones
antes mencionadas.

Estos resultados sugieren que la RPC tiene un efecto negativo sobre el control del
estrés oxidativo y nitrosativo en la etapa perinatal en contraste con lo observado

en la etapa postnatal, donde se observaron valores similares al control.

Palabras clave: Desnutricion, Sindrome Metabdlico, Modelo de restriccion

proteico-caldrica, Estrés oxidativo y nitrosativo, Mitocondria.
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ABSTRACT

Over the last years, nutrition became an important and determinant factor for the
development of chronic diseases, there is scientific evidence about the influence in
health during life because alterations in the diet (desnutrition or obesity). Human
epidemiological studies link the incidence of a number of adult diseases, such as
type 2 diabetes, cardiovascular disease (CVD) and hypertension with poor nutrition
and low birth weight. This group of diseases is often referred as Metabolic
Syndrome or Syndrome X. It is well established in a wide variety of animal species
that alterations produced for protein-caloric restriction may have permanent effects
if this occurs during a critical period of development. On the other hand, oxidative
stress could be a possible cause for the adverse foetal development or premature
childbirth; this can be a common factor between foetal programming and the
elevated risk of pathological events in the adult. A great number of animal studies
confirm the association between events during foetal life and subsequent adult
disease.

In the cell, the mitochondria is the principal organelle generator of reactive oxygen
species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS), unbalance between the ROS
or RNS and antioxidant defences generate oxidative or nitrosative stress.
Probably, the mitochondria plays an important role in the regulation of oxidative
and nitrosative stress during the protein-caloric restriction and influences

programming during foetal life.

It is important to determine the impact of the protein-caloric restriction during foetal
life and the influence on the oxidative and nitrosative stress in rat liver
mitochondria, in the present work in animals under protein and calorie restriction of
both sex (females and males) we determined the indicative parameters of oxidative
and nitrosative stress. The results showed dependent variations of the stage of
development in the rat, showing an increase of the 200% in the production of
mitochondrial nitric oxide, decreased values of lipoperoxidation about 200% less,

an increase in the profile of nitrosylation of 15%, for the antioxidant defences, the
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glutathione reductase activity and the reduced glutathione levels were diminished
in the newborn and 3 weeks old offspring under protein-caloric restriction, in
contrast, animals of 15, 23 and 31 weeks of age showed similar levels to control

group in these determinations.

These results suggest the possible implication of the protein-caloric restriction in
the negative control of the mitochondrial oxidative and nitrosative stress during

early stages of development, in contrast with the adult stage.

Key words: Desnutrition, Metabolic Syndrome, Protein-caloric restriction model,

Oxidative and nitrosative stress, Mitochondria.
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. INTRODUCCION

1.1 NUTRICION

La nutricion es el proceso biolégico a partir del cual el organismo asimila los

alimentos y los liquidos necesarios para el funcionamiento, el crecimiento y el

mantenimiento de sus funciones vitales (OMS, 2007).

Aunque alimentacién y nutricion se utilizan frecuentemente como sinénimos, son

términos diferentes ya que:

La nutricion hace referencia a los nutrientes que componen los alimentos y
comprende los procesos involuntarios que suceden tras la ingestion de los
alimentos, tales como, la digestion, la absorcién o el paso de los nutrientes
a la sangre a través del tracto digestivo, su metabolismo o transformacion

quimica dentro de las células y excrecion o eliminacion del organismo.

La alimentacion comprende un conjunto de actos voluntarios y conscientes
que van dirigidos a la eleccion, preparacion e ingestion de los alimentos,
fendbmenos muy relacionados con el medio sociocultural y econdmico
(medio ambiente) y determinan al menos en gran parte, los habitos

dietéticos y estilos de vida (Kasper et al., 2006).

Una nutricion adecuada es la que cubre los siguientes requerimientos:

De energia, a través del metabolismo de nutrientes como los carbohidratos,
proteinas y grasas. Estos requerimientos energéticos estan relacionados
con el gasto metabdlico basal, el gasto por la actividad fisica y el gasto

inducido por la dieta.
Las necesidades de micronutrientes como las vitaminas y los minerales.

La correcta hidrataciéon basada en el consumo de bebidas, en especial de

agua.

La ingesta suficiente de fibra dietética.
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Los nutrientes, o nutrimentos, son sustancias que el organismo no sintetiza en
cantidades suficientes, por lo que deben ser aportadas por la alimentacion. Para
una buena salud, el ser humano necesita nutrientes que le proporcionen energia
(proteinas, grasas e hidratos de carbono), vitaminas, minerales y agua. Las
cantidades necesarias de nutrientes esenciales difieren con la edad y el estado
fisioldgico. El crecimiento, la actividad fisica extenuante, el embarazo y la lactancia
aumentan las necesidades de energia y de varios elementos nutritivos esenciales.
Durante el embarazo las necesidades de energia aumentan debido a las
demandas del crecimiento fetal y, durante la lactancia, a causa del incremento
energético necesario para la produccion de leche (Kasper et al., 2006).

Alteraciones en la salud pueden ser causadas por un desbalance en la
administracion de nutrientes y de energia, ya sea por una deficiencia
(desnutricion) o un exceso (obesidad) de estos. Ambas condiciones son el
resultado de un desequilibrio entre las necesidades corporales y el consumo de

nutrientes esenciales (Kasper et al., 2006).

1.2 DESNUTRICION
DEFINICION

La OMS define a la desnutricién como el desbalance entre la administracion de
nutrientes y energia y la demanda del organismo para su seguro crecimiento y
mantenimiento de las funciones principales. Es un estado de carencia producido

por una insuficiente ingesta de calorias, proteinas o ambas (OMS, 2007).

La desnutriciéon sigue representando hoy en dia un problema en la mayoria de los
paises en desarrollo. La OMS (2007) incluye a la desnutriciéon en la categoria de
“‘enfermedades de rezago epidemiolégico”. Se le considera de “rezago” porque es
prevenible; también, porque estas enfermedades se asocian a poblaciones

marginadas y pobres que no tienen acceso a servicios basicos de salud.
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INCIDENCIA

A nivel mundial, la cifra de poblacién desnutrida en el mundo en 2007 se elevo a
923 millones de personas desnutridas y las perspectivas de reducir en el futuro
estas cifras son sombrias (FAO, 2008). En México, la Secretaria de Salud (SSA)
dio a conocer los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion-
ENSANU (2006), los datos revelan que uno de cada 5 niflos mexicanos tiene un
cierto grado de desnutricion o algun grado de anemia. Si nos enfocamos al
territorio mexicano, los estados en donde se presenta con mayor frecuencia son:
Guerrero, Puebla, Yucatan, Campeche, Chiapas, Oaxaca, Veracruz y el Estado de
México (Avila- Curiel et al., 1998).

CLASIFICACION

Dependiendo del tipo de nutriente faltante, la desnutricion puede ser caldrica,
proteica o mixta (McClave et al., 1992). La desnutricién cal6rica, se caracteriza por
un balance caldrico negativo de evolucion prolongada (semanas a meses), la
desnutricidon proteica se desarrolla por un balance negativo nitrogenado, también
se denomina Kwashiorkor del adulto y la desnutricién mixta se caracteriza por la
presencia de balances negativos tanto caléricos como proteicos en grados

variables de intensidad.

La desnutricion en general se presenta y manifiesta en cuatro formas diferentes
denominadas Kwashiorkor, Marasmatica, Kwashiorkor marasmatica mixta y sugar
baby. En el primer caso, los nifios presentan inflamacion; en el segundo, delgadez
extrema (piel pegada al hueso); en el tercero, una combinacion de las dos
anteriores y en el cuarto, lucen sanos y "gorditos", pero cuando son sometidos a
analisis sanguineos se revela la insuficiencia de nutrientes, esto se debe a que
perdieron grasa y nutrientes, pero acumularon agua y su peso aparentemente esta
dentro de los parametros normales. En los cuatro tipos de desnutricién, los nifios
presentan palidez, caida de cabello y disminucion en el crecimiento (McClave,
1992; Avila-Curiel et al., 1998).
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Para diagnosticar desnutricion y su grado de avance se realizan examenes de
sangre con los cuales se determina si existe deficiencia de vitaminas, proteinas y
minerales. El dato de laboratorio que sirve de apoyo para determinar si un
paciente tiene desnutricion, es la cuantificaciéon de proteinas en sangre por
ejemplo la albumina, un nifio sano debe tener 4g por cada 100 ml de fluido, y un

nifio con desnutricion tiene hasta 2.5g (Avila-Curiel et al., 1998).

La desnutricion se induce por diferentes déficits de nutrientes, sus sintomas no
son los mismos en todos los casos y no se presenta en la misma etapa. Esto
indica que cada ser humano la puede presentar en cualquier etapa de su vida, ya
sea en época temprana y/o en época tardia, es decir, la desnutricion se puede
presentar durante la etapa prenatal, perinatal y/o postnatal. Dependiendo de la
etapa en que se presente, tendremos la severidad de sus consecuencias,
pudiendo ser éstas de naturaleza reversible o irreversible (Parra-Gamez et al.,
2003).

El organismo necesita mas nutrientes durante ciertas etapas de la vida,
particularmente en la infancia, en la nifiez temprana y en la adolescencia, asi
como también durante el embarazo y durante la lactancia. En la vejez, las
necesidades nutricionales son menores, pero la capacidad para absorber los
nutrientes esta también reducida. Por lo tanto, el riesgo de desnutricion es mayor

en estas etapas de la vida (Kasper et al., 2006).

1.2.1 DESNUTRICION PROTEICO-CALORICA (DPC)
DEFINICION

Es un estado clinico-patolégico que se presenta cuando una dieta no es capaz de
satisfacer las necesidades corporales de proteinas, energia o ambas. Incluye una
amplia variedad de manifestaciones clinicas, condicionadas por la intensidad
relativa de la deficiencia de proteinas o de energia, la severidad y duracion de las
deficiencias, edad del paciente, causas de la deficiencia y asociacion con otras

enfermedades nutricionales o infecciosas. La severidad de la desnutriciéon va
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desde la pérdida de peso o retardo del crecimiento, hasta distintos sindromes
clinicos frecuentemente asociados con deficiencias de vitaminas o minerales
(Olson, 2005).

INCIDENCIA

La desnutricion proteico-calérica (DPC) en la poblacidon pediatrica es, en la
actualidad, el problema de nutricibn mas importante de los paises nho
industrializados. No existen cifras exactas sobre su prevalencia en el mundo y es

incluso dificil hacer calculos sobre ello (Jiménez-Guerra, 2003).
CLASIFICACION

Las deficiencias dietéticas de fuentes caldricas y de proteinas suelen presentarse
al mismo tiempo, pero a veces una predomina vy, si tiene la suficiente gravedad,
puede conducir al sindrome clinico del kwashiorkor (predomina la deficiencia de

proteinas) o de marasmo (predomina la deficiencia de calorias).

La DPC puede clasificarse como primaria, los casos en que ocurre como
consecuencia de una ingesta inadecuada de alimentos, o secundaria, cuando es
el resultado de otras enfermedades que conducen a ingesta baja de alimentos,
absorcion o aprovechamiento inadecuados de nutrimentos, incremento de los
requerimientos nutricionales, mayor perdida de nutrimentos o ambos. Su inicio
puede ser rapido, como en el caso de la inanicién que se debe a la suspensién

abrupta o gradual de la alimentacién (Jiménez-Guerra, 2003).

Uno de los principales factores de la desnutricion infantil es la desnutricion
materna, antes o durante el embarazo, con el riesgo de presentar bajo peso al
nacer. Otros son las enfermedades infecciosas, virales, bacterianas, protozoarias
y parasitarias. La enfermedad diarreica y las infecciones respiratorias son también
otros factores bioldgicos responsables de la desnutricion infantil, porque se
acompanan generalmente de anorexia, vomitos, disminucién de la absorcion

intestinal y aumento del catabolismo corporal. Las dietas inadecuadas tanto en

SACNITE ALBARRAN BRAVO 18



RESTRICCION PROTEICO-CALORICA PRENATAL Y POSTNATAL. ESTRES OXIDATIVO Y NITROSATIVO A NIVEL MITOCONDRIAL.

calidad como en cantidad, las anomalias metabdlicas, estrés, etc, también

contribuyen a una absorcion defectuosa o insuficiente de alimentos (Olson, 2005).

La DPC es mas frecuente en infantes y en los nifos preescolares, especialmente
en prematuros o con peso al nacer menor de 2,500 g, posteriormente siguen las
mujeres embarazadas o en etapa de lactancia y por ultimo los ancianos y

adolescentes (Pérez-Garcia y Castaneda-Orellana, 2000).

Las etapas en donde se observan efectos adversos de mayor intensidad
corresponden a etapas criticas del desarrollo y maduracion del organismo, ya que
el desarrollo del individuo depende de manera directa de las condiciones
nutricionales durante la gestacion y el periodo postnatal temprano, debido a que la
baja y/o deficiente calidad de la dieta en estas etapas puede provocar alteraciones
tanto en la organizacién de los sistemas como en la constitucién de diversos

6rganos, que pueden persistir hasta la edad adulta (Parra-Gamez et al., 2003).

Los nifios desnutridos padecen retraso del desarrollo motor, trastornos de la
coordinacion muscular y del lenguaje, disminucion en la capacidad cognoscitiva y

bajo rendimiento escolar (Onis et al., 1999).

Una forma de evaluar como se desarrolld el individuo durante la gestacion, es
considerar la nutricibn materna durante el embarazo y el peso al nacimiento del
individuo. El crecimiento fetal muestra fuerte relacion con una amplia variedad de
factores dependientes del estado nutricional. Estos incluyen pobre dieta materna,
escasas reservas nutricionales en la madre, inadecuado flujo sanguineo uterino
incluyendo defectos en la permeabilidad de nutrientes a través de la placenta, y la
influencia hormonal materna, la talla y el peso al nacimiento reflejan la trayectoria
y condicion del crecimiento fetal. Lo anterior encuentra apoyo en diversas
investigaciones con modelos animales en donde la dieta materna desbalanceada
(desnutricion) durante periodos tempranos de la gestacion provoca bajo peso de la

camada al nacimiento (desnutricion fetal), mientras la desnutricion en periodos
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tardios de la gestacion provoca efectos en la proporcidén corporal y poco efecto

sobre el peso al nacimiento de las crias (Godfrey y Barker, 2000).

Utilizando estos modelos de desnutricion se ha llegado a concluir que una dieta

baja en proteina y/o calorias durante la gestacion y la lactancia ocasiona:

a) Retraso permanente del crecimiento de la camada (Anderson et al., 1980;
Lederman y Rosse, 1981; Valiente et al., 1999).

b) Cambios permanentes y selectivos en el crecimiento de los 6rganos. Organos
esenciales como el cerebro y los pulmones mantienen su desarrollo casi sin
alteracion, a diferencia de érganos viscerales como el higado, pancreas, musculo
y bazo, los cuales presentan una disminucion en el tamafio y en su desarrollo
adecuado (Winick y Noble, 1966; Desai et al., 1996; Gosby et al., 2003).

c) Actividad metabdlica del higado permanentemente alterada. La actividad de
enzimas clave de la via de glucdlisis y gluconeogénesis se encuentra
incrementadas (glucocinasa y fosfoenol piruvato carboxilasa) de lo cual resulta
que el higado funcione en un estado de ayuno permanente (Desai y Hales, 1997;
Gosby et al., 2003).

El higado es uno de los principales érganos alterados por la desnutricién proteico-
caldrica, debido al importante papel que juega en el funcionamiento adecuado del
metabolismo, el peso y tamano del higado se reducen significativamente debido a
la desnutricidon (Desai et al., 1997; Hales et al., 1997, Burns et al., 2000).

1.3 EL HIGADO

El higado es el primer érgano que tiene contacto con la sangre proveniente del
intestino. Esto implica que la superficie hepatica absorba nutrientes, toxinas y
microorganismos derivados del intestino, y también compuestos de la luz
intestinal, por lo que se puede afirmar que el higado actia como una planta
preparadora de lo que se va a liberar a otros érganos. La forma del higado es

semiovoidea, su color es rojo pardo, tiene un peso de entre 1.5 a 2 kg en el adulto
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y se localiza en el hipocondrio derecho o cuadrante superior derecho, por debajo
del diafragma y por arriba del estomago y del intestino delgado (fig. 1) (Gayton y
Hall, 2001; Simon, 2005).

Vesicula Higado
biliar

Fig. 1. Localizacion anatomica del higado. Tomada de:

www.facmed.unam.mx/.../imagenes/FIGURA16.jpg

Este organo tiene tres tipos de funciones basicas que son: 1) Funciones
vasculares (almacenamiento y filtracion), 2) Funciones metabdlicas y 3) Funciones

secretoras y excretoras encargadas de formar la bilis.
1. Funciones vasculares.

Las caracteristicas vasculares del higado, hacen posible que se comporte como
un reservorio importante de sangre y ademas, que actue como un filtro para la

sangre procedente del intestino.

Funcién de almacenamiento.

El sistema vascular hepatico funciona ofreciendo muy baja resistencia al flujo de
sangre, especialmente cuando consideramos que 1.45 | de sangre siguen este
camino cada minuto. No obstante, hay ocasiones en que la resistencia al flujo de
la sangre por el higado se incrementa, como ocurre en la cirrosis hepatica. Asi
como también es secundario a afecciones virales hepaticas, desnutricion y

procesos infecciosos de los conductos biliares (Gayton y Hall, 2001; Simon, 2005).
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Entre otras caracteristicas vasculares, el hecho de que el higado sea un 6rgano
grande, venoso, con gran capacidad de almacenamiento, le permite formar parte
de los reservorios de sangre del organismo; ya que es capaz de almacenar el 10%

del volumen total de sangre (Gayton y Hall, 2001; Simon, 2005).

Funcidén de filtracion.

Las superficies internas de los sinusoides hepaticos estan cubiertas por un
elevado nimero de células de Kupffer o macréfagos residentes en el higado, cuya
funcion consiste en fagocitar parasitos, virus, bacterias y macromoléculas (como
inmunocomplejos y endotoxinas bacterianas) por endocitosis mediada por
receptores. Por tanto, estas células constituyen una poderosa e importante barrera
fagocitica para toxinas y microorganismos provenientes del intestino (Gayton y
Hall, 2001; Simon, 2005).

2. Funciones metabodlicas.

Las funciones metabdlicas hepaticas son llevadas a cabo por los hepatocitos, o
sea por las células parenquimatosas, las cuales participan en el metabolismo de

los carbohidratos, grasas y proteinas, de la siguiente manera:

Metabolismo de los carbohidratos.

Las funciones especificas del higado en el metabolismo de los carbohidratos son:
1. Almacenamiento de glucdgeno.

2. Conversion de galactosa y fructosa a glucosa.

3. Gluconeogénesis.

4. Formacion de compuestos quimicos importantes a partir de productos

intermedios del metabolismo de los carbohidratos.

El higado es un dérgano de particular importancia en el mantenimiento de

concentraciones normales de glucosa en sangre. Cuando la concentracion de
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glucosa se incrementa por encima de los valores normales, el exceso es removido
por la via de la sintesis de glucdégeno, glicdlisis y lipogénesis. Cuando se produce
un déficit de glucosa en sangre, el higado la libera por la via de la glucégenolisis y

gluconeogénesis (Gayton y Hall, 2001; Simon, 2005).

Metabolismo de los lipidos.

Aunque el metabolismo de las grasas puede ocurrir en casi todas las células,
algunos aspectos del mismo se producen con mayor rapidez en el higado que en
las demas células. Las funciones especificas del higado en el metabolismo de los

lipidos son las siguientes:

1. Se realiza la mayor parte de la B-oxidaciéon de acidos grasos y formacion de

acido acetoacético.
2. Formacion de la mayor parte de las lipoproteinas.
3. Formacién de cantidades considerables de colesterol y fosfolipidos.
4. Conversién de grandes cantidades de carbohidratos y proteinas en grasas.

Metabolismo de proteinas.

A pesar de que gran parte de los procesos metabdlicos de carbohidratos y grasas
ocurren en el higado, el cuerpo probablemente pudiera prescindir de tales
funciones hepaticas y sobrevivir. Por otra parte, el cuerpo no puede prescindir de
las funciones del higado en el metabolismo de proteinas por mas de unos dias, sin

que se produzca la muerte (Gayton y Hall, 2001; Simon, 2005).

Las funciones mas importantes del higado en dicho metabolismo son:

1. Desaminacion de aminoacidos.

2. Formacion de urea para suprimir el amoniaco de los liquidos corporales.

3. Formacion de aproximadamente el 90% de todas las proteinas plasmaticas.
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4. Interconversiones entre los diferentes aminoacidos y otros compuestos

importantes para los procesos metabdlicos de la economia celular.

El higado también tiene otras funciones metabdlicas como son: almacenamiento
de vitaminas, formacion de sustancias que intervienen en el proceso de
coagulacion, tales como el fibrindgeno, protrombina, factores VII, IX y X,
almacenamiento de hierro y eliminacion o excrecién de farmacos, hormonas y

otras sustancias (Gayton y Hall, 2001; Simon, 2005).
3. Funciones excretoras y secretoras encargadas de formar bilis.

Una de las tantas funciones hepaticas es la formacion y secrecion de bilis. La bilis
€S una secrecion acuosa que posee componentes organicos e inorganicos cuya
osmolaridad es semejante a la del plasma y normalmente un humano adulto
secreta entre 600 y 1,200 ml diarios. El higado secreta bilis en dos etapas, en la
etapa inicial los hepatocitos producen una secrecion que contiene grandes
cantidades de acidos biliares, colesterol y otros constituyentes organicos que se
vierten al canal biliar. En el curso que sigue la bilis por estos conductos se produce
la segunda etapa de la secrecion, en la cual se aflade una secrecion adicional que
consiste en una solucion acuosa de sodio y bicarbonato secretada por las células

epiteliales del sistema de drenaje biliar (Gayton y Hall, 2001; Simon, 2005).

Almacenamiento vy concentracion de bilis en la vesicula biliar.

La bilis es secretada continuamente por los hepatocitos y se almacena en la
vesicula, se mantiene almacenada hasta que se necesita en el duodeno. Se
pueden secretar hasta 1200 ml por dia de bilis y la vesicula posee un volumen
maximo entre 30 y 60 ml. (Gayton y Hall, 2001; Simon, 2005).
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.4 HIPOTESIS DE LA PROGRAMACION FETAL DE LA
ENFERMEDAD.

Desde el punto de vista biolégico, cada organismo que sobrevive y se reproduce
estd, por definicion, adaptado a su ambiente. Pero una vez adaptado, la estrategia
de sobrevivencia exige condiciones sostenibles para que esta adaptacion
represente un beneficio real tanto al individuo como a la especie (Parra-Gamez et
al., 2003).

El individuo desnutrido se adapta a su ambiente restringido en nutrimentos
mediante un lento aumento del peso corporal, sobre todo en los periodos
tempranos del desarrollo, ademas de ajustar su metabolismo a la deficiente
disponibilidad de nutrimentos (Parra-Gamez et al., 2003). Estudios
epidemiolégicos demuestran que existe una relacion entre los efectos causados
por las deficiencias nutricionales durante el desarrollo temprano y con las
diferentes enfermedades en la vida adulta, principalmente las relacionadas con el
uso y tolerancia de la glucosa, la resistencia a la insulina (Flanagan et al., 2000;
Velho et al., 2000; Arends et al., 2002), con la hipertensién y dafio vascular (Hales
et al., 1997; Ozanne y Hales, 1999) y otras mas vinculadas con el Sindrome

Metabdlico.

De estas evidencias ha surgido la hipotesis de la “programacién fetal de la
enfermedad” la cual propone que la desnutricion fetal desencadena adaptaciones
endocrinas o metabdlicas que cambian permanentemente la morfologia, fisiologia
y el metabolismo del feto. Las adaptaciones que permiten la supervivencia ante
una dieta deficiente de nutrientes, resultan perjudiciales cuando el individuo adulto
lleva una dieta rica en nutrientes, principalmente carbohidratos y grasas,
predisponiéndolo a enfermedades cardiovasculares, metabdlicas y endocrinas (fig.
2) (Phillips et al., 1994; Ozanne y Hales, 1999; Godfrey y Barker, 2000; Duran,
2004).
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Abastecimiento materno-placentario
*Demanda nutricional del feto Disponibilidad y distribucién de nutrientes

*Tamafio de la placenta
*Crecimiento de drganos y talla del feto *Capacidad de transferencia
*Flujo sanguineo Utero-placentario

Adaptaciones fetales y cambios en el desarrollo, si las demandas son mayores al aporte de nutrientes
*Alteraciones en el desarrollo corporal fetal
*Selectividad en el crecimiento de 6rganos especificos
*Alteraciones en el estado endocrino fetal
*Cambio de estrategias metabdlicas fetales

Fig. 2. Diagrama de la regulacion materna durante el desarrollo fetal y la consecuente respuesta

fetal de adaptacion ante una nutricidon deficiente (Parra-Gamez et al., 2003).

Otro factor en esta programacion es una condicion genéticamente determinada de
algunos grupos humanos, donde la expresion de “genes ahorradores” favorece el
almacenamiento de excedentes de energia expresado de grasa abdominal. Este
genotipo de almacén de energia en un entorno abundante puede resultar nocivo,
propiciando la presencia de diferentes enfermedades como la resistencia a la
insulina o la diabetes tipo 2 (no dependiente de insulina). Esta condicion constituye
s6lo un factor, ya que existen otros factores epigenéticos, como el bajo peso al
nacer, la desnutricién temprana pre y/o postnatal, que a largo plazo favorecen el
origen de disfunciones metabdlicas y funcionales (Hales et al., 1997; Burdge et al.,
2007).

Esta teoria mas comunmente conocida como la hipotesis de Barker (Barker y
Osmond, 1986; Hales y Barker, 2001), establece que una alteracion in utero seria
capaz de producir una programacion anormal de diversos sistemas relacionados
entre si, la cual se manifestaria en la etapa adulta bajo condiciones especificas de
crecimiento (Moreno y Serra, 2001; Sallout y Walker, 2003). El bajo peso al
nacimiento no soélo se asocia a un riesgo aumentado de padecer complicaciones

en el periodo neonatal, y a un aumento en la mortalidad perinatal, sino que
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ademas se asocia a mayor riesgo de enfermedades en la vida adulta. El papel que
juega la nutricion materna durante el desarrollo fetal, es un punto clave para el
desarrollo normal del feto, alteraciones (desnutricion materna) durante la gestacion
y/o la lactacién conllevan a cambios metabdlicos en la edad adulta de la cria

(programacion fetal) (Fig. 3) (Barker et al., 1993; Gosby et al., 2003).
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Fig. 3. Descripcion de los efectos de una nutricién alterada sobre el crecimiento y maduracion fetal
de dérganos y sistemas y su relacion con enfermedades en la edad adulta (Modificado de De Boo y
Harding, 2006).

Aunque los mecanismos por los cuales se logra esta programacién son
desconocidos, existen evidencias en modelos animales y estudios en humanos
que sugieren que eventos adversos en la vida fetal pueden influir en el desarrollo
neuroendocrino temprano. El resultado a largo plazo es la alteracion de la
capacidad de regulacion de los diferentes ejes hormonales hipotalamo-
adenohipofisarios (De Boo y Harding, 2006).
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En el desarrollo de los mamiferos, las madres transmiten la informacion del
entorno (como el estado nutricional) a su embrién o feto a través de la placenta, o
a su hijo, a través de la lactancia. En general, el crecimiento fetal tiene que ver con
el tamafo corporal de la madre, asi como también con el potencial genético, lo
cual se conoce como limitacién materna. Esta limitacion puede ser mediada, en
parte, por los efectos limitantes del tamafo de la placenta en el Utero o de la
perfusion sobre la nutricion fetal, los genes presentes, en particular los
relacionados con la expresién de factores de crecimiento pueden también
intervenir en la distribucion de los recursos nutricionales. Mas alla de estos
mecanismos, el desarrollo fetal puede alterar mas la mala funcién placentaria o
una enfermedad materna, cada una de las cuales puede influir en varios puntos
sobre el aporte de nutrientes de la madre hacia los tejidos fetales. (Hales, 1997;
Fall et al., 1998; Fowden et al., 2008).

Debido a una o a varias de estas causas, el feto resulta desnutrido in Gtero, lo que
desencadena en él uno o varios de los siguientes mecanismos adaptativos (Fig.
4):

o El reflejo llamado “selectividad”, que mantiene el flujo sanguineo cerebral a
costa de la reduccion del aporte a las visceras abdominales (higado, rifiones,
pancreas y los vasos sanguineos que los alimentan); es una adaptacion
comprobada del feto cuyo crecimiento esta retardado (Desai et al., 1996; Winick
y Noble, 1966).

e La reduccion de la tasa de crecimiento fetal, con el objetivo de ahorrar
nutrientes; para esto, disminuye la secrecién de insulina e IGF-1 (factor de
crecimiento insulinico tipo 1) y aumenta la resistencia a la accién de estas
sustancias, que son las principales hormonas del crecimiento fetal (Arends et
al., 2002).

o Se libera cortisol, el cual inhibe el crecimiento (Bloomfield et al., 2003).
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e Por Uultimo, se sabe que el feto adapta su composicién corporal,
probablemente como una forma de sacrificar tejidos innecesarios para
preservar el crecimiento de tejidos mas esenciales; en particular, la masa

muscular queda comprometida (Gicquel y Le Bouc, 2006).

= Fiuio sanguineo Transferencia Carara fatal
Dieta materna S f i f - PR ELVITE LAl
- T uteraplacentario platentaria
o ' ’ .
- =] = g
- = = -4
- =] [—] (¥ 4
b— | - L L j—4
<= NS 7 —
Demanda de nuirienies excede ei aporie
DESNUTRICION FETAL
3\ ~
\ hN
Y N
\ AN
\ N
3 N
" A
-
......... P
INCREMENTO WIENWR Masa
de! cortiso! muscuiar
...........
- ——
G e —_
.

Diabetes tipo 2 v Cardiopatia coronaria

Fig. 4. Diagrama de los mecanismos adaptativos del feto debido a la desnutricion fetal. Hipotesis
de Barker. (Tomada de Fall, 2005).

Este fendmeno se ha llamado ‘programacién”, 1o que significa que un episodio
transitorio que ocurre en un periodo crucial del desarrollo temprano, como es la
desnutricidon fetal, conduce a una alteracion permanente de la estructura o de la
fisiologia del feto. Esto puede ocurrir durante la vida fetal porque se trata de un
periodo critico del desarrollo; si la misma alteracion se produjera mas adelante en

la vida, no tendria forzosamente el mismo efecto (Fall et al., 1998; Vuguin, 2007).

1.4.1 El estrés oxidativo y la programacion fetal

El estrés oxidativo es una de las causas o trastornos, conocidas o probables,
asociado con el crecimiento fetal adverso (disminucion o exceso) o parto

pretérmino; éste pudiera ser un factor comun de la programacion, relacionado con
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la asociacién de dichas condiciones (crecimiento fetal adverso, parto pretérmino) y
el riesgo elevado de padecer enfermedades en la etapa adulta (Martinez, 2008).

Estudios recientes comprueban que la funcion de la insulina (Peterside et al.,
2003; Selak et al., 2003) y la tension arterial (Wang y Walsh, 1998; Bowenet al.,
2001) son blancos sensibles de programacion por estrés oxidativo. Diversos
experimentos han mostrado la adaptacion clave que realiza el feto para sobrevivir
en un ambiente limitado de energia y que probablemente existe una
reprogramacién en la funcion mitocondrial. Estas alteraciones en la funcién
mitocondrial pueden tener efectos deletéreos, especialmente en células que tienen

un requerimiento alto de energia (Martinez, 2008).

El estrés oxidativo se modifica facilmente durante el embarazo y en los periodos
postnatales tempranos (que son ventanas criticas del desarrollo). Estudios sobre
desnutricién realizados en modelos animales han demostrado que existe un
incremento en el estrés oxidativo (incremento en la lipoperoxidacién) y una
disminucion de las actividades antioxidantes en tejidos de ratas (Huang y Fwu,
1993).

El estrés pro-oxidativo es una caracteristica en comun de varios factores de riesgo
o condiciones conocidas como la preeclampsia, diabetes, malnutricion y/o
desnutricion las cuales relacionadas con el desarrollo fetal adverso (pobre o
excesivo) (Block et al., 2002; Roberts y Lain, 2002; Peuchant et al., 2004).

Aparentemente, el estrés oxidativo puede tener un efecto asociado con la
programacion fetal, relacionado con el crecimiento fetal adverso y el riesgo
elevado de padecer enfermedades propias del Sindrome Metabdlico en la edad
adulta. La programacion influenciada por el estrés oxidativo pudiera ser debida, de
manera directa, por la modulacién de la expresidon de ciertos genes o
indirectamente a través de los efectos adversos de la oxidacion de lipidos o de
otras biomoléculas en etapas criticas del desarrollo, teniendo consecuencias en

etapas futuras. Posiblemente, las etapas pre y postnatales tempranas son las
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principales “ventanas” criticas del desarrollo influenciadas por el estrés oxidativo.
(Luo et al., 2006).

Actualmente se estudia la prescripcion de antioxidantes durante el embarazo para
prevenir la preeclampsia y otras enfermedades relacionadas con el embarazo. Es
importante continuar con un seguimiento a largo plazo de las madres tratadas y
los infantes nacidos bajo este tratamiento para probar la hipotesis de la

programacion fetal por el estrés oxidativo (Martinez, 2008).

1.5 LA MITOCONDRIA

Las mitocondrias son organulos intracelulares presentes en todas las células
eucariontes, encargados de suministrar la mayor parte de la energia necesaria
para la actividad celular; actian como centrales energéticas de la célula y

sintetizan ATP por medio de la fosforilacién oxidativa (Mitchell, 1993).

La morfologia de la mitocondria es dificil de describir puesto que son estructuras
muy plasticas que se deforman, se dividen y fusionan (Attardi y Schatz, 1988;
Kelly y Scarpulla, 2004). Normalmente se las representa en forma alargada. Su
tamano oscila entre 0,5 y 1 um de diametro y hasta 7 ym de longitud. Su nimero

depende de las necesidades energéticas de la célula.

Las mitocondrias estan rodeadas de dos membranas (externa e interna) claramente
diferentes en sus funciones y actividades enzimaticas, que separan tres espacios:

el citosol, el espacio intermembranal y la matriz mitocondrial (fig. 5).

crestas mitocrondriales

membrana externa

membrana interma  wepacio intermenbrana

Fig. 5. Estructura fundamental de la mitocondria. Tomada de
www.ecogenesis.com.ar/imprimir.php?sec=articu...
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Membrana externa

Es una bicapa lipidica exterior permeable a iones, metabolitos y muchos
polipéptidos. Contiene proteinas que forman poros, llamadas porinas o VDAC (de
canal aniénico dependiente de voltaje) que permiten el paso de grandes moléculas
de hasta 10,000 daltones y un didametro aproximado de 20 A. La membrana
externa realiza relativamente pocas funciones enzimaticas o de transporte.
Contiene entre un 60 y un 70% de proteinas (Chen, 1988; Bereiter-Hahn y Voth,
1994, Monsalve, et al., 2007).

Membrana interna.

La membrana interna contiene mas proteinas que la membrana externa, carece de
poros y es altamente selectiva; contiene complejos enzimaticos y sistemas de
transporte transmembranales, implicados en la translocacién de moléculas. Esta
membrana forma invaginaciones o pliegues llamadas crestas mitocondriales, que
aumentan mucho la superficie para el asentamiento de dichas enzimas. En la
mayoria de los eucariontes, las crestas forman tabiques aplanados
perpendiculares al eje de la mitocondria, pero en algunos protistas tienen forma
tubular o discoidal. En la composicién de la membrana interna hay una gran
abundancia de proteinas exclusivas de este organulo (un 80%) (Chen, 1988;
Bereiter-Hahn y Voth, 1994, Monsalve, et al., 2007):

1. La cadena transportadora de electrones: Compuesta por cuatro complejos
enzimaticos fijos y dos transportadores de electrones moviles: el complejo |
o NADH deshidrogenasa que contiene flavina mononucleétido (FMN), el
complejo Il o succinato deshidrogenasa; ambos ceden electrones a la
coenzima Q o ubiquinona; el complejo Il o citocromo bcy que cede
electrones al citocromo ¢ y el complejo IV o citocromo ¢ oxidasa que cede

electrones al O, para producir dos moléculas de agua.

2. Un complejo enzimatico, el canal de H" ATP-sintasa que cataliza la sintesis

de ATP (fosforilacidn oxidativa).
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3. Proteinas transportadoras que permiten el paso de iones y moléculas, como

acidos grasos, acido piruvico, ADP, ATP y agua.

Espacio intermembranal.

Entre ambas membranas queda delimitado un espacio intermembranal,
compuesto de un liquido similar al citosol; tienen una alta concentracion de
protones como resultado del bombeo de los mismos por los complejos enzimaticos
I, 'y IV de la cadena respiratoria. En él se localizan diversos enzimas que
intervienen en la transferencia del enlace de alta energia del ATP, como la
adenilato cinasa o la creatina cinasa (Chen, 1988; Bereiter-Hahn y Voth, 1994,
Monsalve, et al., 2007).

Matriz mitocondrial

La matriz mitocondrial contiene menos moléculas que el citosol, aunque contiene
iones, metabolitos, ADN circular bicatenario muy parecido al de las bacterias,
ribosomas tipo 70S similares a los de bacterias, llamados mitorribosomas, que
realizan la sintesis de algunas proteinas mitocondriales, y contiene ARN
mitocondrial; es decir, tienen los organulos que tendria una célula procariota de
vida libre. En la matriz mitocondrial tienen lugar diversas rutas metabdlicas claves
para la vida, como el ciclo de Krebs y la B-oxidacion de los acidos grasos; también
se oxidan los aminoacidos y se localizan algunas reacciones de la sintesis de la
urea y los grupos hemo (Chen, 1988; Bereiter-Hahn y Voth, 1994, Monsalve, et al.,
2007).

La mitocondria no solamente provee a la célula de energia, también esta
involucrada en la produccion y/o generacion de las especies reactivas de oxigeno
(ERO) y de nitrégeno (ERN) (Turrens, 2003).

La mitocondria es el sitio de mayor produccion de las ERO en los érganos
metabdlicamente activos de los mamiferos. Se estima que aproximadamente entre
el 2-4% del oxigeno tomado por las mitocondrias es convertido en ERO (fig. 6)
(Tuma, 2001).
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Espacio intermembranal

H-}
H H* H* e H* H*

|y Ay
|[II|-"I'1=Hi” Llr-j.'i'h. ..

Fig. 6. Produccion de ERO a nivel mitocondrial. (Adaptada de Monsalve et al., 2007).

La cadena respiratoria es la principal fuente generadora de las ERO en las
mitocondrias a nivel de los complejos | y Il (Hagopian et al., 2004). Durante el
funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) se lleva a cabo la
reduccion total del oxigeno molecular a agua, en el complejo IV, donde los
electrones son donados por el equivalente reductor NADH o por el succinato a los
complejos | (NADH deshidrogenasa) y Il (succinato deshidrogenasa),
respectivamente.

Sin embargo, el funcionamiento de la CRM no es 100% eficiente ya que se puede
llevar a cabo la reduccién parcial del oxigeno, dando como resultado la formacion
del anién superoxido (O27). Del oxigeno total consumido por la mitocondria, del 2-
4% es convertido en anion superoxido de manera basal, aunque este porcentaje
varia de manera significativa en situaciones patolégicas. (Duchen, 2004; Martinez
et al., 2005).

Debido a los efectos adversos que puede tener el estrés oxidativo y/o nitrosativo al
interior de la mitocondria, se propuso un modelo de dafio a oxidativo en la
mitocondria (Green et al., 2004) (Fig. 7).
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Fig. 7. Modelo propuesto del dafio oxidativo a nivel mitocondrial. (Adaptada de Green et al., 2004).

0550 H,0

El genoma mitocondrial es susceptible al ataque por radicales libres producidos en
la propia mitocondria. Esto afecta de manera importante la produccion de ATP, asi
como la respiracion mitocondrial, la sintesis de proteinas y en general la funcion
de toda la mitocondria. En los ultimos afos se ha investigado el dafio que se
produce en la mitocondria por los radicales libres, asi como el funcionamiento y
los procesos que se desarrollan en este organulo. Estos procesos se han
propuesto como mecanismos patolégicos y/o bioquimicos involucrados en las

fases de inicio o progresion de varias enfermedades (Céspedes et al., 2000).
1.6 ESTRES OXIDATIVO Y NITROSATIVO

En 1985 Sies propuso el término de estrés oxidativo, expresion que es utilizada
para describir varios procesos daninos que son resultado de un desbalance entre

la excesiva produccion de ERO vy la limitada defensa antioxidante (Sies, 1985). El
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término engloba también los efectos de otros oxidantes como las especies

reactivas de nitrégeno (ERN), conocido por ello como estrés nitrosativo.

El estrés oxidativo y nitrosativo generado por las ERO y ERN, no solo impacta a la
mitocondria, sino que también son capaces de difundir a través de la membrana
externa mitocondrial y propagarse hacia el citosol, generando dafio a estructuras
extra-mitocondriales y sus efectos son observados en lipidos, proteinas y ADN de
toda la célula. En la Fig. 8, se muestran las moléculas oxidantes cuyo aumento

lleva a estrés oxidativo y nitrosativo (Boveris, 2005).

Camino de Poderoso-Cadena

Camino de Beckman-Radi-
Freeman

Camino de FentonfHaber-
Waiss

Proceso de Lipoperoxidacion

Fig. 8. Esquema de las reacciones entre los radicales libres en los sistemas bioldgicos. Obsérvese
la confluencia de los caminos quimicos iniciados con O,y con NO- en la formacion del radical ‘OH
(Adaptado de Boveris, 2005).

La mayor parte del dafio oxidativo en los sistemas bioldgicos se debe a que la
utilizacion del oxigeno por las células da lugar a la generacion de radicales libres.

Un radical libre es una molécula o atomo que posee un electrén desapareado en
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su ultimo nivel de energia (Barja, 2005). Un aspecto particularmente destructivo
del estrés oxidativo es la producciéon de especies de oxigeno reactivo, que

incluyen los radicales libres.

1.6.1 Especies reactivas de oxigeno

Algunas de las especies reactivas de oxigeno (ERO) mas relevantes son: el anion
superoxido (O27), el peréxido de hidrogeno (H20), el radical hidroxilo (*OH) y los
radicales peroxilo (ROOQOe-). Estas especies son derivados del O, que son mas
reactivos que éste. Son generados de manera natural durante procesos
metabdlicos en todos los seres consumidores de oxigeno. Los dafnos generados
por las ERO incluyen modificaciones de las macromoléculas celulares, como
proteinas, donde pudiera perderse la reactividad enzimatica; lipidos, donde ocurre
peroxidacion modificando la estructura de la membrana; y dafo al ADN,

provocando mutaciones (Hansberg, 2002).

1.6.1.1 El anién superoéxido

El anion superdxido (O27) se forma cuando el O, capta un electrén en la cadena
respiratoria mitocondrial. Esto ocurre en todos los organismos que respiran, pues
una pequefia parte de los electrones que pasan por la cadena respiratoria sale de
ésta y es captada por el O, Esto ocurre principalmente a nivel de la
semiubiquinona o del ubiquinol y también del complejo | (NADH coenzima Q
reductasa). La ubiquinona puede aceptar con facilidad uno o dos electrones y
cederlos al O,. Alrededor del 2-4% del O, consumido en la respiracion genera O,™.
Ademas de la mitocondrial, las cadenas de transporte de electrones del reticulo
endoplasmico y de la membrana nuclear también pueden generar O,". Los
citocromos p450, una superfamilia de proteinas capaces de hidroxilar una gran
variedad de xenobidticos, pueden generar O,”. Algunas oxidasas como la oxidasa
del NADPH, la oxidasa de xantina y algunas peroxidasas inespecificas producen
0,”, este también se puede formar a partir de la autooxidacion de compuestos

como el gliceraldehido o de las flavinas y las tetrahidropterinas reducidas. Se ha
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calculado que la concentracidon del O," en la célula esta en el intervalo de pico
(pM) a nanomolar (nM). La dismutacion espontanea del O,” ocurre s6lo cuando
uno de los Oy" se protona para formar el radical hidroperoxilo (HO"), por lo que la
velocidad de reaccidon es mayor mientras mas acido sea el medio (Hansberg,
2002; Turrens, 2003; Jones, 2008).

El H,O, es poco reactivo y puede difundir a través de los compartimentos celulares
aunque tiende a formar aductos con algunos carbohidratos, aminoacidos y bases
nitrogenadas. Reacciona poco con el ascorbato y no reacciona con compuestos
como el NADPH, el ADN, los lipidos, o la mayoria de las proteinas, inclusive a
concentraciones milimolares (mM). Algunas enzimas, como la deshidrogenasa del
gliceraldehido—3—fosfato o la fosfatasa de la fructosa—1,6—difosfato, si se inactivan
con el HyO,. El HyO, reacciona lentamente con algunos cetoacidos, como el

piruvato o el a—cetoglutarato (Hansberg, 2002).

El O;" y el H,O, son compuestos que reaccionan facilmente, ambos son toxicos
principalmente porque generan el radical hidroxilo (*OH). ElI H,O, es tdxico para la
mayoria de las células a una concentracion de 10 a 100 yM. Cuando el H>O,
acepta un electron desapareado, por ejemplo, de un metal de transicion como el
Fe?* o el Cu™ entonces se fragmenta y forma el radical hidroxilo (*OH) y el ién
hidroxilo (HO-) (reaccion de Fenton). Este ultimo es inocuo, se protona para formar
agua; en cambio, el (*OH) es uno de los compuestos mas reactivos que existen. El
(*OH) casi no se puede difundir porque reacciona rapidamente (10° M™ s™) y lo
hace practicamente con cualquier compuesto en el sitio en donde se produce
(Turrens, 2003; Jones, 2008).

1.6.1.2 El Radical hidroxilo

El radical hidroxilo (*OH), se forma a partir del peréxido de hidrégeno (H202) a
través de la reaccién de Fenton en presencia de iones metalicos. Es el principal
indicador del ataque por estrés oxidativo a todo tipo de macromoléculas. La alta

reactividad de esta molécula impide su difusion a largas distancias a través de la
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célula. De entre todas las biomoléculas presentes en los tejidos, los acidos grasos
poliinsaturados, son los mas sensibles al ataque por estos radicales libres debido
a que poseen dobles enlaces. La interaccion del radical libre va dirigida al
carbono adyacente, a un doble enlace, ocasionando un rompimiento homolitico al
sustraer un hidrégeno que forma agua al unirse al radical, mientras que el acido
graso presenta un radical libre (electrén) en el carbono afectado por el hidroxilo.
Una vez que a un fosfolipido se le quita un electréon, éste busca estabilizar su
estructura quimica y toma el electron de la molécula préoxima, generandose asi
una reaccion en cadena (fig. 9). Los productos de la lipoperoxidacion son
aldehidos, cetonas, esteres y alcoholes. Este proceso repetitivo conduce a la
membrana a perder sus propiedades fisicoquimicas y culmina con la muerte de la
célula (Barja, 2005; Mercado y Ruiz, 2006).

H,O
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Fig. 9. Mecanismo de lipoperoxidacion en acidos grasos insaturados (Adaptada de Vargas et al.,
2007).
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1.6.2 Especies reactivas de nitrégeno

Entre las especies reactivas de nitrégeno (ERN) se encuentran los radicales 6xido
nitrico (NO®) y el diéxido de nitrégeno (NO®;) y los no radicales como el acido
nitroso (HNOy), el cation nitronio (NO,"), el catién nitroxilo (NO™), el anion nitroxilo
(NO"), el tetradxido de dinitrogeno (N2O4), el trioxido de dinitrogeno (N2O3), el
acido peroxinitroso (ONOOH), los alquilperoxinitritos (RONOOQO) y el peroxinitrito
(ONOO") (Hulbert et al., 2007).

1.6.2.1 El 6xido nitrico

Una de las principales especies reactivas de nitrégeno (ERN) con importante
actividad bioldgica es el oxido nitrico (NO®). Es un gas incoloro relativamente
soluble que se forma a través de la reaccion de la enzima éxido nitrico sintasa
(NOS) a partir del grupo guanidino de la arginina (Fig. 10). Existen tres isoenzimas
con esta actividad: la neuronal (nNOS o tipo 1), la inducible (iNOS, o tipo 2) y la
endotelial (eNOS, o tipo 3). Adicionalmente a éstas, recientemente se ha descrito
la existencia de otra enzima localizada en la mitocondria, por lo cual se le ha
denominado NOS mitocondrial (mitNOS) (Ghafourifar y Richter, 1997).

HzN NH2 HON NH2 O NHz

‘: g toH' \ ~ 0.5 H

N 1.6 NADPT : 0.5 NADP" H

1.ONADFH 2 0.5 NADPH :
2 10 %

HSN HaN H3N

. o Oyxido
t-Arginina N-Hidroxiarginina L-Citrulina *+ nitrico

Fig. 10 Reaccioén general de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), formando el radical 6xido nitrico
(NO*®) mas L-citrulina, a partir del aminoacido L-arginina. La reaccion requiere de los sustratos
oxigeno y NADPH, los cofactores FAD, FMN, tetrahidrobiopterina, Ca2+, znt y calmodulina.
(Tomada de Saavedra-Molina et al., 2004).
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A excepcion de la iINOS, todas las enzimas 6xido nitrico sintasas son constitutivas,
es decir, se encuentran presentes en cantidades constantes en los tejidos y sus
actividades dependen fundamentalmente de las concentraciones intracelulares de
Ca*" libre (Stuehr, 1997).

La concentracion fisioldgica del NO® es del orden nanomolar, aunque puede llegar
a ser micromolar en el sitio en el que se produce. EI NO*® es un radical porque
tiene un electron desapareado (Saavedra-Molina et al., 2004; Guzman et al.,
2006).

Adicionalmente al efecto vasorrelajante, el o6xido nitrico tiene otros efectos
diversos, tanto fisiolégicos como patoldgicos, los cuales dependeran de la
reaccion en que participe, de las moléculas con las que reacciona y del tipo celular
en donde actue. Por otro lado, el tipo de reacciones en las que el NO* participa,
dependera de sus concentraciones con respecto al tiempo en un ambiente
quimico especifico, es decir, de sus velocidades de formacion y de inactivacion en

un sitio determinado (Saavedra-Molina et al., 2004; Guzman et al., 2006).

Es importante sefialar que a diferencia de otras moléculas de sefializacion, la
inactivacion del NO® depende solo de su reactividad quimica (estequiométrica no
enzimatica) con otras moléculas; estas reacciones son fundamentalmente de
oxidacion con el oxigeno, pero también con otras biomoléculas. Tomando en
cuenta lo anterior, se clasifican los efectos bioldgicos del NO® en dos tipos: los
efectos directos que son producidos por la reaccion del NO® directamente con
ciertas moléculas blanco, y los efectos indirectos, los cuales se producen por la
interaccion de compuestos reactivos derivados del NO® (cominmente 6xidos de

nitrégeno) con otras moléculas (Guzman et al., 2006).

Los efectos directos del NO*® son producidos fundamentalmente por la reaccién del
NO® con el grupo hemo de diversas proteinas que lo poseen, formando el aducto
nitrosil-hierro (Fe-NO). Este tipo de reacciones, conocidas como nitrosilaciones,

son generalmente muy rapidas y son las responsables de la mayoria de los
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efectos fisioldgicos del NO°®, cuando éste es producido en pequeias cantidades
por las enzimas Oxido nitrico sintasas constitutivas para generar concentraciones
nanomolares de NO® por periodos cortos de tiempo. El ejemplo mas conocido de
este tipo de accion lo constituye la activacién de la guanilil ciclasa soluble (una
enzima formadora de GMP ciclico); sin embargo, existen otras proteinas capaces
de ser modificadas mediante este tipo de reaccion.

Los efectos indirectos del NO® se presentan cuando éste es producido en grandes
cantidades (generalmente por la iNOS), alcanzando concentraciones locales del
orden de hasta 10 uM por periodos prolongados. En estas condiciones, se propicia
la formacién considerable de otros productos reactivos, tales como las especies
reactivas de oxidos de nitrogeno (ERN), los cuales participan en los procesos
fisiopatolégicos relacionados con la producciéon excesiva del NO® y/o de especies
reactivas del oxigeno (ERO) (Fig. 11) (Saavedra-Molina et al., 2004; Guzman et
al., 2006).

L mo®) NO $ 0"
eNOs iNOS
nMO5
Efectos directos Efectos indirectos

+—— ERO

Fe-NO ERHMN
Fegulacidn Efactos fisiopateldgicos
fisiclégica respuesta inflamatoria

Fig. 11. Efectos bioldgicos del 6xido nitrico. Los efectos directos se presentan a bajas
concentraciones del 6xido nitrico (|[NO®])producidas por las 6xido nitrico sintasas constitutivas
(eNOS y nNOS); mientras que los efectos indirectos se manifiestan a concentraciones elevadas del
oxido nitrico (1[NO°]) debidas a la actividad de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS). En estas
condiciones, las especies reactivas del oxigeno (ERO) reaccionan con el 6xido nitrico para formar

las especies reactivas de nitrégeno (ERN). (Modificada de Guzman et al., 2006).
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El NO* reacciona lentamente con los tioles formando tionitritos (nitrosotioles) o con
los sulfhidrilos de algunas enzimas (deshidrogenasa del gliceraldehido—3—fosfato).
En cambio, reacciona rapidamente con el O,, generando NO;" y con el O~
generando peroxinitrito (ONOQO). Ambos compuestos son mas oxidantes que el
propio NO®. También reacciona con radicales de aminodacidos, como el radical
tirosina. Aun no esta claro si éstas y otras especies de nitrégeno reactivo tienen
algun papel in vivo, pero se piensa que, para que genere dafo, el NO® se debe
transformar primero en un compuesto mas reactivo, como el NO, y/o el "TONOO
(Hansberg, 2002).

El NO® se une a varios metales de transicion como el fierro (Fe*?) de las
hemoproteinas, formando complejos que consisten del metal reducido y el NO*
como ligando, o a los centros [Fe-S] de las enzimas mitocondriales. La inhibicion
de la oxidasa del citocromo c¢ por el NO°® puede tener un efecto metabdlico
importante. La mayor parte del NO®* que se produce en los tejidos se une a la
hemoglobina o a la mioglobina produciendo metahemoglobina o metamioglobina y
nitrato (NO3) (Fig. 12) (Hansberg, 2002).
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Fig. 12. Reacciones fisiolégicas mas relevantes del éxido nitrico (NO®). 1) Reaccién con metales,
formando complejos metal-NO, 2) Reaccién con anién superodxido (O,7) genera el radical
peroxinitrito (OONO), 3) Reaccion del NO* con el grupo tiol de las proteinas resultando en la
formacion de S-nitrosotiol 4) Unién al Fe Il de la hemoglobina, produce metahemoglobina y el
nitrato (NO7;). (Adaptada de Ignarro, 2000).

1.6.2.2 El anién peroxinitrito

Al comienzo de la década de los afios noventa se observéd que el producto de la
reaccion del NO® con el O, rendia una serie de especies de alto poder oxidante, y
se plante6 una hipotesis sobre su potencial citotéxico a partir de sus reacciones
con biomoléculas (Radi et al., 1991; 1991a). La reacciéon de combinacion entre los
radicales libres O,” y NO® transcurre a muy altas velocidades, llevando a la
formacion del anién peroxinitrito (ONOO-). El peroxinitrito se forma in vitro e in vivo
cuando sus precursores coexisten temporal y espacialmente. Participa en una
serie de procesos a nivel molecular y subcelular que pueden determinar disfuncion
y/o muerte celular, ademas contribuye a las bases moleculares de diferentes
patologias (Radi, 2000).
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El anién superoxido (O2”) es producido continuamente como un subproducto de la
respiracion mitocondrial normal a través de la reduccién del oxigeno molecular.
Asi, el NO« puede reaccionar facilmente con el O,” para formar el radical libre
peroxinitrito (ONOQO"). El ONOO™ puede a su vez reaccionar con grupos -SH de
residuos de cisteina (S-nitrosilacion) para formar 3-nitrotirosina y grupos "‘OH de
residuos de tirosina (nitracion). Este hecho implica que el NO+ también puede
actuar a nivel mitocondrial a través de la formacion de las especies reactivas de
nitrégeno (ERN). Estas moléculas pueden ser radicales (moléculas que contienen
por lo menos un electrén desapareado, circunstancia que ocasiona que sean
especies quimicas extremadamente reactivas) o compuestos reactivos no-
radicales, capaces de oxidar biomoléculas. Por ello, estos intermediarios son

también llamados oxidantes o pro-oxidantes (Mercado y Ruiz, 2006).

La accion del ONOO- es rapida e irreversible y no esta confinada unicamente a
blancos especificos de la cadena respiratoria, siendo capaz incluso de modificar
enzimas del ciclo de Krebs como la aconitasa, entre otros blancos celulares. Se ha
propuesto que este mecanismo de inhibicién de la cadena respiratoria podria tener
relevancia fisiopatolégica en algunas enfermedades neurodegenerativas tales
como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (Cleeter et al.,
2001).

1.7 DEFENSAS ANTIOXIDANTES

Los seres vivos han desarrollado sistemas de defensa frente a la agresion de los
radicales libres. De hecho, el dafio oxidativo y/o nitrosativo solamente se produce
cuando los mecanismos oxidantes superan la capacidad de los sistemas de

defensa antioxidante (Sies, 1986).

Los sistemas de defensa frente a los radicales libres los podemos clasificar segun

Su mecanismo de accion, o segun su naturaleza.
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A) SEGUN EL MECANISMO DE ACCION:
A su vez los podemos clasificar en primarios o secundarios.

PRIMARIOS o preventivos, evitan la formacion del radical libre, es decir, actian en
la fase de iniciacion. En este grupo debemos destacar aquellos que se encargan
de detoxificar el hidroperoxido mediante la reduccion del mismo a un alcohol,
como la glutation peroxidasa o la catalasa. El hidroperoxido, en presencia de
fotoactivadores o de metales pesados, da lugar al inicio de la reaccion en cadena.
Por tanto, aquellos mecanismos que se encarguen de la detoxificacion del
hidroperoxido evitaran la iniciacion de la cadena y por lo tanto, actuaran como un

mecanismo preventivo (Monsalve et al., 2007).

SECUNDARIQS, evitan la propagacion de la cadena de radicales. La mayoria de

estos compuestos son di-aril-aminas y fenoles capaces de aceptar el electron
desapareado del radical libre y de estabilizarlo en su estructura, evitando asi la

propagacion de la cadena de radicales (Monsalve et al., 2007).

B) SEGUN LA NATURALEZA:
Por los mecanismos de defensa frente a los radicales libres los podemos dividir

en:

Enzimaticos: la defensa enzimatica a nivel intracelular frente a los radicales libres
derivados del oxigeno esta formada por la superéxido dismutasa y las peroxidasas
(glutatién peroxidasa y catalasa). La superoxido dismutasa y la glutation
peroxidasa y reductasa estan localizadas tanto en el citosol como en la matriz
mitocondrial (Chance y col., 1979). La catalasa se localiza predominantemente en
los peroxisomas, donde el perdxido de hidrogeno se genera a una velocidad
relativamente alta (Phung et al., 1994). Otras sustancias de naturaleza enzimatica
que tienen actividad antioxidante son la glutatién reductasa, glutatiéon S-

transferasa y la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (Monsalve et al., 2007).
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No enzimaticos: Que a su vez se pueden clasificar en:

o Liposolubles: dentro de este grupo se encuentran la vitamina E, los

carotenoides, las quinonas y la bilirrubina entre otros.

o Hidrosolubles: dentro de este grupo se encuentran aquellos antioxidantes
solubles en agua como la vitamina C, el acido urico, las proteinas
secuestradoras de metales pesados como la ceruloplasmina o la

transferrina, el glutation y otros tioles no proteicos.

Dentro de la mitocondria las principales defensas antioxidantes que juegan un
papel importante es el ciclo de éxido-reduccion del glutatiéon y el sistema glutation
peroxidasa/glutatiéon reductasa, asi como también los niveles de glutation reducido
(Monsalve et al., 2007).

1.7.1 La glutatién reductasa

La glutation reductasa (GRd, EC 1.6.4.2.) es una flavoenzima dependiente del
nicotinamin adenin dinucledtido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la
reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH), el cual sera
utilizado por la glutation peroxidasa (GPx) para la reduccidon del perdxido de
hidrégeno (H20,) y de lipoperdxidos (L-OOH), los cuales son elementos toxicos.
Es decir, especificamente tiene una funcién de balance en el estrés oxidativo. Esta
se encuentra en todos los organismos aerobicos asi como en algunas plantas
superiores por lo que aparenta ser una enzima universal (Fig. 13) (Cisneros, 2000;
Monsalve et al., 2007).
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Fig. 13. Ciclo de oxido-reduccion del glutation. Sistema antioxidante de la Glutation peroxidas/

glutation reductasa (Adaptada de Sarrasague et al., 2006).

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA ENZIMA GLUTATION
REDUCTASA.

La GRd es una enzima homodimérica compuesta por 2 subunidades idénticas
entre si unidas por un puente disulfuro (cis 90-cis 90'); cada subunidad contiene
478 aminoacidos con un peso molecular de 51, 569 Daltones, y en su estructura
presenta una extensién N-terminal flexible (residuos del 1-18) y 4 dominios
estructurales bien definidos: 1) Dominio unido al flavin adenin dinucleétido (FAD)
(residuos del 19-157), 2) Dominio de unién al NADPH (residuos del 158-293), 3)
Dominio central (residuos del 294-364) y 4) Dominio de interfase (residuos del
365-478) (Knapen et al., 1999).

El sistema antioxidante GPx/GRd (glutation peroxidasa/reductasa) esta

relacionado con otros sistemas antioxidantes como el de la superdxido
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dismutasa/catalasa (SOD/CAT). Se ha observado que ambos sistemas no actuan
a la par, la CAT actua en presencia de altas concentraciones de H,O, y a bajas
concentraciones actua la GPx. La actividad de la CAT y de la GPx estan
inversamente correlacionadas, mientras que la CAT y la GRd presentan

correlacion positiva (Nagaoka et al., 2004).

LA GLUTATION REDUCTASA EN LA SALUD Y LA ENFERMEDAD

La GRd permite mantener concentraciones de GSH en la célula no s6lo para ser
utilizado por la GPx en la eliminacién del H,O,; este GSH es de utilidad en la
recuperacion de las vitaminas C (acido ascoérbico) y E (alfa-tocoferol) luego de
participar en la eliminacién de radicales libres generados in situ o a distancia. Por
tanto, la alteracion de la actividad de la GRd provocara disminucion en las
concentraciones de GSH dando lugar a un aumento en los niveles de especies
reactivas del oxigeno. La alteracién de la actividad de la GRd y de los niveles de
GSH por esta consecuencia se ha reportado en varios procesos patolégicos y esta

asociada con un aumento del riesgo al estrés oxidativo (Cisneros, 2000).

En nuestro organismo existen diferentes mecanismos para evitar la extension del
dafno causada por los radicales libres, éstos incluyen a péptidos con grupos tiol,
como el glutation (GSH). La concentracion intracelular de GSH se controla por la
accion de la glutation sintetasa, la peroxidasa y la reductasa. La ultima enzima es
la que recicla el glutation oxidado (GSSG) a su especie activa GSH. La actividad
de la glutation reductasa, una enzima dependiente del cofactor FAD (flavin adenin
dinucléotido), es utilizada también como un marcador de desnutricion o
hipovitaminosis B2, por la relacion existente entre la riboflavina y el FAD (Knapen
et al., 1999).

.7.2 El glutatién (GSH)

Desde el punto de vista quimico el glutation (GSH) es el compuesto de bajo peso

molecular con grupo sulfhidrilo (-SH) mas importante en plantas y animales. Se
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trata de un tripéptido formado por los aminoacidos: acido glutdmico, glicina y
cisteina (Glu-Gly-Cys) (fig. 14) (Fernandez-Checa y Kaplowitz, 2005).

, Grupo
@ sulfhidrilo
Hy NA?H—CHQ—CH24ﬁ— H— H

COOH UZC—NH—CHQ—COOH

Fig. 14. El glutation reducido se conoce quimicamente como N-(N-L-gamma- glutamil-L-cisteinil)
glicina, su férmula molecular es C19H17N306S y su peso molecular 307.33 g/mol. El glutation
oxidado es el L-gamma-glutamil-L-cisteinil-glicina disulfuro (GSSG), y su féormula molecular es
C,oH32Ns012S2 (Tomada de Fernandez-Checa y Kaplowitz, 2005).

El GSH interviene en la detoxificacion de compuestos xenobidticos, el
almacenamiento y transporte de cisteina, la regulacion del balance redox de la
célula, el metabolismo de los leucotrienos y las prostaglandinas, la sintesis de los
desoxirribonucleétidos, la funciéon inmunoldgica y la proliferaciéon celular. Con
relacion al metabolismo basico del GSH (Griffith, 1999), la sintesis ocurre en dos
etapas y depende de la disponibilidad de sustratos y de los mecanismos
regulatorios. El paso de regulacion en la sintesis ocurre a nivel de la enzima
gamma-glutamil cisteinil sintetasa (yGCS), donde el GSH ejerce el feed back

negativo (fig. 15).

S-oxgproling = ¥GCT +aTrng|:1unt§r':rlll.‘lilu — 5T ~%— —= Cistinilglicina
+ Degradacidn % +
5-oxoprofinasa .. S — Recuperacién de
* $ aminoacidos
Sintasis de novo

glutamato = 4GCS = yglutamil-cistaina —»= 55 = GSH

} }

Cistelna Glicina

Fig. 15. El ciclo del GSH esta compuesto por 5 reacciones enzimaticas interrelacionadas; las
enzimas que intervienen son: yGCT: glutamil carboxil transferasa; yGT: glutamil transpeptidasa;

yGS: glutamico sintetasa y yGCS: glutamil cisteinil sintetasa. (Tomada de Sarrasague et al., 2006).
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El GSH esta sujeto a un constante recambio en el organismo los principales
organos responsables de su homeostasis son, el higado, rifiones, pulmones,
corazoén, intestinos y musculos. La captacion de cada érgano o tejido depende de
la actividad de la enzima gamma glutamil transpeptidasa (yGT o GGT) localizada

en la membrana celular (Deneke y Fanburg, 1989; Sarrasague et al., 2006).

En el higado, rifidén y musculo el GSH se encuentra en mayor concentracion (tabla
).

Dentro de las células el GSH se encuentra principalmente en las mitocondrias, el
reticulo endoplasmico y el nucleo es aqui donde se observa un aumento de su
concentracion durante la apoptosis o muerte celular programada (Meister, 1995;
Cho et al., 1999; Sarrasague et al., 2006).

Tabla I. Concentracién de GSH en el organismo.

ORGAN | CONCENTRACI FUNCION
@) ON
Higado 5-7mM Principal 6rgano relacionado con la sintesis del
GSH
Rin6n 3mM Donde mas GSH plasmatico se consume
Musculo 1-2mM Su concentracién varia segun el tipo de fibra
muscular

GSH Y EL ESTADO REDOX

El estado redox en la célula indica el balance entre las especies oxidadas y las
reducidas; esta influido por factores fisiolégicos, ambientales y nutricionales. De
este balance dependen la activacion de enzimas, la sintesis de ADN, los
mecanismos de regulacion de la apoptosis o0 muerte celular programada, el
plegamiento de proteinas y la activacion de factores de transcripcion, entre otros.
El GSH y el estado redox de algunos tioles (compuestos con grupo -SH) regulan la
expresion de genes involucrados en la patogénesis de diferentes enfermedades

(cancer, ateroesclerosis, SIDA, diabetes, etc.) (Jones et al., 2000; Sarrasague et
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al., 2006). Sus propiedades biolégicas se deben a dos caracteristicas

estructurales:

1.- La presencia de un enlace y-glutamilo, lo cual le confiere resistencia frente a

las peptidasas presentes en las células.

2.- La presencia del grupo tiol de la cisteina, el cual se puede oxidar con otra
molécula de GSH, dando lugar al glutatién disulfuro u oxidado (GSSG), o con los

residuos de cisteina de las proteinas.

Por lo que se refiere al metabolismo del glutation, debemos destacar que en su

sintesis intervienen dos enzimas, que cataliza la siguiente reaccién (Fig. 16):

- e

- ~
i e
7 b T e,
Gilfeim |
/ = =
/ \
¥ \
Glutamato + Cisteing | welp +glutamilcisteing | sl GSH
I
(3) v

S-oxoprolina

Fig. 16. Esquema de la sintesis del glutatién. El GSH es sintetizado en 2 etapas a partir de
glutamato, cisteina y glicina; en un primer paso (1) interviene la enzima y-glutamilcistein sintetasa
(Cho et al., 1999), posteriormente (2) la GSH sintetasa. El GSH ejerce retroalimentacion negativa

en la reaccion 1. La y-glutamilcisteina que no es convertida en GSH sigue una ruta alternativa,
produciendo cisteina y 5-oxoprolina; esta ultima es convertida en glutamato via la (3) enzima 5-

oxoprolinasa (Deneke y Fanburg, 1989) (Tomada de Sarrasague et al., 2006).

Debemos tener en cuenta que el GSH inhibe la y-glutamilcistetinil sintetasa. Es un
mecanismo que regula la concentracion de glutation en los tejidos. ElI segundo
paso en la sintesis de glutatiéon esta catalizado por la glutation sintetasa. En
condiciones fisiolégicas, el paso limitante para la sintesis de glutation es la

disponibilidad de cisteina.
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El glutation presenta varias funciones fisiologicas entre las que destacan (Vina et
al., 1986; Fernandez-Checa y Kaplowitz, 2005; Lash, 2006; Sarrasague et al.,
2006):

1.- Interviene en la sintesis de DNA.
2. - Participa en la detoxificacién de xenobiéticos.

3. - Actua como protector frente a las radiaciones y al estrés oxidativo.

IS

. - Participa en el mantenimiento de la integridad de la membrana celular.
5. - Interviene en la captacion de aminoacidos en algunos tejidos.

6. - Actia como reservorio de cisteina.

~

. - Interviene en la regulacién de la sintesis y de la degradacién de proteinas.

(o]

. - Participa en la modulacién de las actividades enzimaticas.
9. - Interviene en la homeostasis del calcio.

10. - Participa en la regulacion de la proliferacion celular.

1.7.3 EL GSH Y LA MALNUTRICION

El estudio en nifios con malnutricion permitié determinar que tienen disminuido
tanto el GSH como la velocidad de sintesis del mismo; presentan, ademas, una
baja concentracion de cisteina extra e intracelular y niveles elevados de
marcadores de peroxidacion lipidica inducida. El edema es una de las
manifestaciones que se producen como consecuencia del severo dafo a la
membrana celular por accion de los radicales libres (Reid et al., 2000). En los
ninos malnutridos también hay un menor aporte de cisteina a partir del
metabolismo proteico; en el kwashiorkor, la velocidad de ruptura de las proteinas
esta disminuida por un déficit enzimatico; pero no ocurre lo mismo en el marasmo.

Las caracteristicas del sindrome de kwashiorkor se asocian con el dafio oxidativo
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debido al desbalance entre la generacién de radicales libres y la capacidad
antioxidante; se produce el dafo oxidativo con las consecuentes pérdidas de las
funciones hepaticas e inmunes (Reid et al., 2000). En ensayos experimentales se
observd que una dieta restringida en aminoacidos sulfurados disminuia la
velocidad de sintesis del GSH y disminuia su recambio desde los tejidos. Una
modificacion en la disponibilidad en la dieta de cisteina y de su precursor
metionina puede modular la velocidad de sintesis de GSH y sus niveles en sangre,
disminuyéndolos en el caso de una dieta sin aminoacidos azufrados (Lyons et al.,
2000). Una situacién asi podria presentarse en los casos de la alimentacion
parenteral de pacientes que pasaron por una situacion de stress. Puede suceder,
por ejemplo, que después de una cirugia abdominal disminuya la capacidad de
sintesis del GSH en los tejidos, pero que se mantenga la concentraciéon de GSH
en sangre; la deficiente dieta de este, estaria afectando entonces el recambio del
GSH entre tejidos y sangre (Lyons et al., 2000).
Los aminoacidos glicina o cisteina son igualmente adecuados para evaluar in vivo
la velocidad de sintesis del GSH. En pacientes pediatricos internados con sepsis y
con alimentacion parenteral, se determiné mediante el empleo de *C-cisteina, que
la velocidad de sintesis de GSH era muy inferior a la de los controles. Se observé
que la suplementacién con N-acetil cisteina llevd a un aumento significativo, en
sblo 9 dias de tratamiento, en la concentracion de GSH, de cisteina y de la
velocidad de sintesis del tripéptido. También se comprobé un efecto
antiinflamatorio como consecuencia de la disminucion de la concentracion de

interleucinas en plasma (Badaloon et al., 2000; Lyons et al., 2001).

Se pudo comprobar entonces que la terapia de suplementacion con cisteina para
restablecer el GSH durante las primeras etapas del tratamiento de la desnutricién

disminuia la morbilidad y mortalidad infantil (Reid et al., 2000).
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Il. JUSTIFICACION

El crecimiento fetal reducido esta asociado con la hipertension arterial, resistencia
a la insulina, intolerancia a la glucosa y diabetes, cardiopatia coronaria, accidente
vascular encefalico y otras cardiopatias vasculares en la edad adulta. La hipotesis
de la programacion fetal plantea que estas enfermedades se originan debido a
alteraciones en el desarrollo, en respuesta a la malnutricion durante la vida fetal y
la infancia generando adaptaciones por parte del feto para su supervivencia
(Sallout y Walter, 2003).

La hipotesis del origen fetal de las enfermedades propone que estas
adaptaciones, que ocurren en respuesta a la desnutricion in utero, se tornan
permanentes. Esto se debe a que las adaptaciones ocurren en una etapa critica
del desarrollo, en la que el feto es adaptable y es capaz de cambiar, pero
persisten después del nacimiento hasta una etapa en que el individuo ya no es tan
adaptable, por lo que se crean anomalias metabdlicas que luego conducen a la
diabetes tipo 2 y a la cardiopatia coronaria. Puede que estas anomalias no
produzcan enfermedad de inmediato, pero al menos reduciran el umbral de ese
individuo para desarrollar la enfermedad en la vida adulta, en presencia de
obesidad u otros factores adversos del estilo de vida. Estudios recientes han
mostrado la probable influencia que puede tener el estrés oxidativo y nitrosativo
(Luo et al., 2006) en la posible programacién de enfermedades propias del
Sindrome Metabolico debido a la desnutricion materno-fetal (Langley-Evans, 2001;
Vehaskari y Woods, 2005; Alexander, 2006).

Debido a la alta incidencia a nivel mundial de estas enfermedades propias del
Sindrome Metabdlico y a la posible influencia del estrés oxidativo y nitrosativo en
la posible programacion fetal de la enfermedad durante la desnutricion y ademas
de que se conoce poco acerca de las alteraciones a nivel mitocondrial de la
restriccion proteico-caldrica prenatal y postnatal en el estrés oxidativo y nitrosativo

se propone la siguiente hipotesis:
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IIl. HIPOTESIS

La restriccion proteico-caldrica prenatal y postnatal promueve el estrés

oxidativo y nitrosativo en mitocondrias de higado de rata.

IV. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la restriccién proteico-cal6rica prenatal y postnatal sobre la

generacion de estrés oxidativo y nitrosativo en las mitocondrias de higado de rata.

IV.2 Objetivos Especificos

+ Analizar el estrés nitrosativo en las mitocondrias de higado de rata durante

la restriccion proteico-caldrica prenatal y postnatal.

+ Examinar el estrés oxidativo en las mitocondrias de higado de rata durante

la restriccidn proteico-caldrica prenatal y postnatal.

@,

+ Evaluar la participacién de las defensas antioxidantes en las mitocondrias
de higado de rata durante la restriccidon proteico-calérica prenatal y

postnatal.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Material Biolégico

Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Regulacién Federal de
Usos y Cuidados de los Animales (NOM-062-Z0O0-1999, Ministerio de Agricultura,
México) y fueron aprobados por el Comité Institucional de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, para el uso de estos animales y sus

tratamientos.

Los animales se mantuvieron en un cuarto con temperatura controlada 22°C,
ciclos de luz-obscuridad de 12h/12h. Se emplearon ratas hembra Wistar de 200-
250 g de peso con acceso ad libitum al alimento y agua. Las ratas hembras Wistar
fueron colocadas en jaulas individuales y separadas en dos grupos: un grupo
control (dieta ad libitum) y un grupo en restriccion calérica (RC) al 50% (50% de la

alimentacion del grupo control).

V.2 Esquema de la restricciéon proteico-calérica (RPC)

Durante los 15 dias previos a la cruza, los animales del grupo en RPC
mantuvieron una dieta del 50% y el grupo control una alimentacion ad libitum,
pasado este tiempo las hembras de ambos grupos se sometieron a cruza por un
tiempo de 5-6 dias, durante el cual se revisaba a la hembra por las mafanas para
confirmar la presencia del tapén vaginal y la probabilidad de prefiez. Las dietas
fueron llevadas en ambos grupos durante la gestacion, lactacion y vida adulta de

las crias.

Durante la gestacién se monitoreo el peso y consumo de alimento de las madres,
posterior al nacimiento las crias se pesaron y midieron durante la etapa de
lactacion, al dia 1, 7, 14 y 21; en fechas posteriores se sexaron las crias en
hembras y machos y se mantuvieron en jaulas separadas, los grupos se

mantuvieron bajo estas dietas (Control y RPC al 50%), se contindo con la
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medicion de los parametros antes mencionados alas 3, 7, 15, 23 y 31 semanas de
edad.

Tanto hembras y machos de ambos grupos (Control y RPC al 50%) fueron
sacrificados por decapitacion, en los siguientes periodos: lactacion 1 y 21 dias de
edad, y periodo postnatal 7, 15, 23 y 31 semanas de edad. Posteriormente se
extrajo el higado completo, se pesdé y colocd en un medio especifico (medio |) para
su adecuado mantenimiento, aislamiento y su wuso para posteriores

determinaciones.

V.3 Aislamiento mitocondrial

AISLAMIENTO DE LAS MITOCONDRIAS DE HIGADO DE RATA.

Se realiz6 por centrifugacion diferencial y purificacion por medio de un gradiente
de Percoll de acuerdo al método modificado por Saavedra-Molina y Devlin (1997).
Las mitocondrias fueron aisladas de tejido fresco, usando ratas Wistar hembras y
machos de los grupos Control y RC a las diferentes fechas de determinacién 1y 7
dias de edad, 7, 15, 23 y 31 semanas de edad.

PROCEDIMIENTO

Se sacrificd el animal por decapitacion, se obtuvo el érgano de interés por medio
de una incision en el abdomen; el higado se peso y se coloco inmediatamente en
25 ml del medio | (tabla 1) a pH de 7.4 para mantener viable el tejido durante el
procedimiento de extraccion. El higado se cortdé en trozos pequefios para su
homogenizacion, se lavd 3 veces con el medio | para eliminar restos de sangre.
Posteriormente el 6rgano fue homogenizado (en un tubo de vidrio Wheaton de 30
ml adicionando el medio | hasta alcanzar % partes del volumen del tubo), con un
vastago de teflén a 1500 rpm, el procedimiento se realizé a 4°C. EI homogenado
se colocd en un tubo para centrifugar a 2500 rpm (centrifuga Beckman J2-MC)
durante 10min a 4°C. Se tomo el sobrenadante y se colocd en otro tubo limpio y

frio, se llevd a % partes del volumen del tubo con el medio I. Se vuelve a
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centrifugar a 7500 rpm durante 10min a 4°C. Se desecha el sobrenadante y el
precipitado se resuspende en 2ml de medio Il (tabla Ill). Se agregd albumina
sérica bovina al 0.2% y se incub6 por 10 min a 4°C. Se preparo el gradiente de
Percoll al 20% (4ml de medio Il y 1ml de Percoll), se agregaron las mitocondrias y
se centrifugé a 19300 rpm por 12 min a 4°C. El precipitado se resuspendio en 7ml
de medio Il y se centrifugé a 9000 rpm durante 10 min a 4°C. Se desecha el
sobrenadante y las mitocondrias se resuspendieron en 1ml de medio Il y se

mantuvieron a 4°C.

Tabla Il. Composicién del MEDIO 1.

COMPUESTO P.M. [ ImM gll

Manitol 182.2 220 40.084
Sacarosa 342.3 70 23.961
MOPS 209.3 2 0.4186
EGTA 380.4 1 0.3804

Tabal lll. Composicién del MEDIO II.

COMPUESTO P.M. [ ImM g/l

Manitol 182.2 220 40.084
Sacarosa 342.3 70 23.961
MOPS 209.3 2 0.4186

Disolver los compuestos en agua desionizada, y ajustar pH a 7.4 con NaOH 5N,
mezclar y aforara 1 I.

V.4 Determinacion de la concentracion de proteina mitocondrial

La concentracion de proteina mitocondrial se determiné por el método de Biuret

(Gornall et al., 1949). Se realizaron los calculos correspondientes para ajustar el
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volumen a una concentracion de 1mg/ml, empleada para experimentos

posteriores.

Preparacion del reactivo de Biuret:

Reactivos y soluciones:

Tartrato de sodio y potasio....................... 6g

Sulfato de cobre pentahidratado................. 1.5¢g

Hidroxido de sodio al 10%: disolver 30g en 300 ml de agua desionizada.

Se disolvio el tartrato de sodio y potasio en 500 ml de agua desionizada agitando,
posteriormente se adiciond el sulfato de cobre y cuando ambas sales estan
disueltas se agrego el hidroxido de sodio al 10 %. Se completé el volumen a 1000

ml y se coloco en frasco color ambar (desechar si forma precipitado).

DOC 1 % (Desoxicolato de sodio): se pesé 1 g y disolvio en 100 ml de agua
desionizada.

Albumina de suero bovina (estandar de proteina): 10 mg para cada ml.

Para la determinacion de la concentracion de proteina se prepard la siguiente
bateria de reaccion:

Estandar de Reactivo | Agua desionizada | DOC 1% (ul) | Mitocondrias
proteina (pl) de Biuret (M) ("))
(mli)
------ 2.0 800 200 ---- (Blanco)
100 2.0 700 200 | e
200 2.0 600 200 | -
------ 2.0 780 200 20 (Muestras)

Mezclar la suspension e incubar de 15 — 25 minutos a temperatura ambiente. Leer
a 540 nm usando el blanco para ajustar el aparato.

Calculos:

Lectura estandar 2mg
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Lectura del problema -------------- X mg

X mg Volumen en pl usados
=mg/ml

Ximg 1000 pl (1 ml)

V.5 Determinacion de los niveles de 6xido nitrico mitocondrial.

El 6xido nitrico (NO-) se determino por el método de Griess modificado y reportado
por Green et al., 1982. Este método cuantifica de manera indirecta las
concentraciones de NOe< mitocondrial por la reaccién de diazotizacion
originalmente descrita por Griess en 1879. El reactivo de Griess se basa en la
reaccion quimica de la sulfanilamida y el dihidrocloruro de N-1-naftiletilendiamina
(NED) bajo condiciones &cidas para formar un compuesto azo colorido que se une
a los nitritos formados por la oxidacién espontanea del NO bajo condiciones
fisiologicas presentes en la muestra (Fig. 17). La deteccion limite para éste método
estd entre 0.1 y 1 uM de nitritos. Se cuantifica el nitrito ya que es uno de los

principales, productos estables y no volatiles del 6xido nitrico.

NOz"~ H=O
I\ \ 3 Y
HaNOoS (= NH L HoNOps < =Mt NHo
=~ harad Vi R a Ve
Sulfanilamida | p— \};{/ N

L/u—= LS !ﬁh

I N/
— I/~ o __NHp

HoNORs (0 DN D—nsN

\— o

®)

N

Fig. 17. Reacciones de determinacion indirecta del éxido nitrico, mediante la cuantificacion de

nitritos por el método de Griess. (Green, 1982).
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Tabla IV. Medio base para la determinacién de 6xido nitrico.

Compuesto PM (9) Concentracion g/100 ml
(mM)

MOPS 209.3 75 1.5697
KH,PO4 136.09 5 0.0680
KCI 74.55 15 0.1118
MgCl, 203.3 3 0.061
Manitol 182.2 220 4.0084
EGTA 342.3 1 0.038

Ajustar el pH a 7.4 con NaOH 5N y aforar a 100 ml.

Reactivo de Griess para la determinacion de éxido nitrico.

- Solucion NED [N-(Nafthyl) Ethyllenediamine Dihydrochloride] al 0.1 % en

agua desionizada.
- Solucion de sulfanilamida al 1% en 100 ml de H3PO4 al 5%.

Tomar igual cantidad de cada solucién y mezclarla. Una vez hecha la mezcla dura
8 hrs.

PROCEDIMIENTO

Se agregd 1 mg, a los tubos de ensaye, de proteina mitocondrial y medio de
incubacién (medio base) (tabla IV) a un volumen final de 2 ml. Se incubaron por
10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregd 20 pl de HCIO, al
0.4 % y se dejaron permeabilizar por 10 minutos. Después se centrifugaron a 5000
rom durante 5 minutos para romper membranas. Se tomaron 1400ul de
sobrenadante y se agregaron 200 pl de reactivo de Griess, a continuacion se
dejaron incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente protegidos de la luz.

Al cabo de este tiempo se leyeron a una absorbencia de 540 nm. Para determinar
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la concentracién del o6xido nitrico se prepard6 una curva patrén empleando

estandares de NaNO; (1 mM y 1 uM) para obtener concentraciones en M.

La concentracion de Oxido Nitrico se obtiene de dos maneras: Una es mediante la

grafica obtenida de la curva patron; la otra es mediante la siguiente formula:

N = (lectura del problema) (estéandar 8 uM) = pMoles de NO

Lectura del estandar

Curva estandar de Oxido Nitrico.

Tubos Medio NaNO:; (1 NaNO (0.1 Reactivo de
mM) mM) Griess (pl)

Blanco 1400 | | e 100

1 1398.5 pl 1.5u  1(uM) | 1.5ul 0.1(uM) 100

2 1397 pl 3.0yl 2(uM) | 3.0ul 0.3(uM) 100

3 1392.5 pl 7.5pul 5(M) | 7.5ul 0.5(uM) 100

4 1388 pl 12yl 8(uM) | 12ul 0.8(uM) 100

5 1385 pl 15yl 10(uM) | 15ul 1.0(uM) 100

V.6 Determinaciéon de la lipoperoxidaciéon por el método de
TBARS.

Durante el estrés oxidativo existe la sobre produccion de radicales libre que danan
a moléculas bioldgicas importantes como por ejemplo el radical hidroxilo («OH),
que ataca a los acidos grasos, constituyente de triacilgliceroles o
fosfoacilgliceroles de membrana. Los productos de la lipoperoxidaciéon son
aldehidos (ejem. malondialdehido), cetonas, esteres, alcoholes (Fig. 18). Este
proceso repetitivo conduce a la membrana a perder sus propiedades

fisicoquimicas y culmina con la muerte de la célula.
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Para ello evaluamos la lipoperoxidacion de manera indirecta, como un indicativo

de estrés oxidativo en mitocondrias de higado de rata, monitoreando la presencia

de especies reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en animales control

animales sometidos a RC.

H.0
Y 4+ "OH —L> Y Lipido radical

Inlciacldn
Lipldo insaturado o,
Prapagacion
Lipldc pardxide Lipldo percsil radical

rL QYH‘ oH  OH Y
H: + 2 Mo c—e=c—Ls__H
T~ H kR

O H
Il:hn TEA MOA-TEA

8H

Fig. 18. Reaccion en cadena de la lipoperoxidacion, formacion del producto malondialdehido

(MDA) y su determinacion por medio del TBA (acido tiobarbiturico).

Tabla V. Medio base para TBARS.

Cantidad

Compuesto | PM (g) (g/100ml)
Soluciéon A| NayHPO4 141.56 2.12
Solucion B|  KH;PO4 136.09 2.04
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Se disolvid en agua desionizada, se mezclaron 61.1 ml de la solucion A y 38.9 ml
de la solucion B. Se ajusto a un pH de 7.0 y se afora al volumen final de 100ml.

PROCEDIMIENTO

Para determinar los niveles de la oxidacién lipidica se utilizé6 una modificaciéon del
método del acido tiobarbiturico (TBA) reportada por Buege y Aust (1978). Este
método cuantifica la produccién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS por sus siglas en inglés) entre las que se encuentra el malondialdehido, el

principal producto de la oxidacién de lipidos.

La bateria de ensayo se realizé de la siguiente manera: en tubos de ensaye se
agregd 1 mg de proteina mitocondrial y el medio de fosfatos (tabla V) hasta
completar un volumen de 1 ml. A otra bateria de tubos utilizada como control
positivo se adicion6 ademas un sistema oxidante: hierro-ascorbato. Se dejaron
incubar por 30 minutos con agitacién suave (80 rpm). Después de la incubacion se
adiciond 2 ml de la solucién acida (Acido tricloroacético 15%, TBA 0.375% y HCI
0.25 N). Posteriormente los tubos se calentaron en bafio maria hirviendo, después
de 15 minutos fueron enfriados en hielo y posteriormente centrifugados a 7500
rom durante 5 minutos, se tomé 1 ml de sobrenadante el cual se leyé a una
obserbencia de 535 nm. Los resultados fueron expresados en nmolas de
TBARS/mg de proteina y fueron calculados en base al coeficiente de extincion

molar del malondialdehido (1.56 x 10°M™ cm™).

V.7 Determinacion de la actividad de la glutation reductasa

mitocondrial.

Esta enzima juega un importante papel en la defensa antioxidante, permite a la
célula mantener niveles adecuados de GSH celular y debido a su presencia en los
diferentes tejidos y organos esta involucrada en la fisiopatologia de varias
enfermedades. El glutation reducido es sustrato para las enzimas glutation

peroxidasas, las cuales proveen un mecanismo de detoxificacion de perdxidos y
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de lipoperéxidos, los cuales son especies reactivas del oxigeno y de glutation S-
transferasas, las cuales estan involucradas en la conjugacion y eliminacion de

xenobioticos del organismo (Lash, 2006).

PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDA DE LA GLUTATION
REDUCTASA.

Se empleo el kit de Ensayo de Glutation Reductasa de SIGMA, el cual
permitié la medicién espectrofotometrica de la actividad de esta enzima. Esta
actividad fue medida por la disminucion en la absorbencia causada por la
reduccion del DTNB [Acido 5,5-dithiobis (2-nitrobenzoico)] a 412 nm el cual
reacciona en presencia del glutatiéon reducido formado por la reduccion del GSSG
por NADPH en presencia de la glutatién reductasa (GR) (fig. 19). Una unidad
puede causar la oxidacion 1.0umol de DTNB a TNB a 25°C a un pH de 7.5.

GR

1) NADPH + H"+ GSSG —— NADP + 2 GSH

Fig. 19. Reaccion de la enzima glutation reductasa (GR) en presencia de GSSG y NADPH,
generando GSH que se une al compuesto DTNB espontaneamente formando un compuesto
colorido (GS-DTNB).

TNB= &cido 5-tio (2-nitrobenzoico).

Se equilibré el buffer para el ensayo de la Glutation Reductasa (100mM de fosfato
de potasio, pH 7.5, con TmM de EDTA) y 2mM de la solucién de glutation oxidado
a 25°C por lo menos 10min antes de comenzar el ensayo. Se midi6 en el
espectrofotdmetro a una longitud de 412nm, con una medicion por 1min tomando

lecturas cada 10 seg.

Se corrié la reacciéon teniendo como volumen final 1ml de acuerdo a la siguiente
tabla VI:

SACNITE ALBARRAN BRAVO 66



RESTRICCION PROTEICO-CALORICA PRENATAL Y POSTNATAL. ESTRES OXIDATIVO Y NITROSATIVO A NIVEL MITOCONDRIAL.

SOLUCION Cantidad
2mM de GSSG 500ul
Buffer de ensayo 350-450ul
Mitocondrias de higado de 100ul
rata
3mM de DTNB 250ul
2mM de NADPH 50ul
Volumen total 1.00ml

La reaccion comienza cuando se agrega la solucién de NADPH. Se mezclé por
inversion y se leyé inmediatamente en el espectrofotdmetro.

Se calculé la concentracion de la enzima en la muestra por medio de la siguiente

formula: Unidades/ml= (Abs muestra —Abs blanco) * (factor de dilucién)

™ * (yolumen de la muestra en un ml)

Para TNB €™ =14.15 mM"' cm™
Abs: absorbencia

V.8 Cuantificacion del glutation reducido (GSH).

Esta involucrado en el almacenamiento y transporte de cisteina, la regulacion del
balance redox de la célula. El glutation reducido es un tripéptido compuesto por
tres aminoacidos (y-glutamil-cisteinilglicina), que emplea el grupo tiol de la cisteina
para actuar como antioxidante, reaccionando con los radicales libres y los
perdxidos organicos. El glutation se encuentra principalmente en su forma
reducida (90-95% del glutation total). Por tanto, la alteracién de la actividad de la
GR provocara disminucion en las concentraciones de GSH dando lugar a un
aumento en los niveles de especies reactivas del oxigeno. La alteracion de la
actividad de la GR y de los niveles de GSH se ha reportado en varios procesos
patoldgicos y esta asociada con un aumento del riesgo al estrés oxidativo (Lash,
2006).

SACNITE ALBARRAN BRAVO 67



RESTRICCION PROTEICO-CALORICA PRENATAL Y POSTNATAL. ESTRES OXIDATIVO Y NITROSATIVO A NIVEL MITOCONDRIAL.

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DEL GSH

Un cambio en los niveles de la relacion GSH/GSSG es indicativo del estrés
oxidativo (Lash, 2006). Se empled el kit de SIGMA para el ensayo del glutatién
reducido, el cual reacciona con el DTNB formando un compuesto colorido que se
lee en un espectrofotometro a 412 nm. Se pre-incubaron las muestras de
mitocondrias con acido sulfosalicilico (SSA) al 5% durante 5min para proteger al
grupo —SH del GSH y romper las membranas de las muestras, se centrifugé a
9,900 rpm por 5min a 4°C. Se tomaron 200 pl del sobrenadante de cada muestra 'y
se pasaron a una bateria de tubos previamente preparada como se muestra en la
tabla VII:

Tabla VII: Determinacion de la concentracion del GSH

SOLUCION CANTIDAD
Buffer 550 pl
Mitocondrias de higado de 200 pl
rata
DTNB 250 pl
Volumen total 1 ml

La reaccion comienza en el momento que se agrega el DTNB, se incuban durante
10 min aproximadamente a temperatura ambiente y se lee en el espectrofotometro
a412nm.

Se realizé una curva estandar de GSH para la determinacion de los calculos

adecuados y obtencion de los resultados.

La enzima glutatiéon reductasa es una enzima que cataliza la reduccion del
glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH). Este ensayo permite la

medicion espectrofotométrica de la actividad de la glutation reductasa de manera

SACNITE ALBARRAN BRAVO 68



RESTRICCION PROTEICO-CALORICA PRENATAL Y POSTNATAL. ESTRES OXIDATIVO Y NITROSATIVO A NIVEL MITOCONDRIAL.

indirecta por el incremento en la absorbencia causado por la reducciéon del DTNB
a412nm.

V.9 Analisis por Western blot

El término “blotting” hace referencia a la transferencia de macromoléculas
biolégicas desde un gel hasta una membrana y su posterior deteccion en la
superficie de la misma. Este proceso es necesario ya que todas estas
macromoléculas estan embebidas dentro de la matriz que forma el gel, lo que
imposibilita realizar su deteccion, mientras que en la membrana, se encuentran

accesibles al estar adheridas sobre la superficie de la misma.

La electrotransferencia de proteinas de un gel a una membrana, mejor conocida
como Western Blot, combina las capacidades de separacion de proteinas por
electroforesis con la identificacion rapida y altamente sensible por medio de
especificidad inmunoldgica. Para resultados 6ptimos, las macromoléculas deben
ser transferidas eficientemente de un gel a una membrana. Las proteinas ahora
inmovilizadas en la membrana pueden ser identificadas y visualizadas empleando

técnicas de deteccion inmunobioquimicas sensibles y especificas.

V.9.1 Electroforesis

Se mezclaron alicuotas de las muestras (volumen correspondiente a 50 ug de
proteina) con 6 pl de buffer de carga que contenia un 20% de 2-mercaptoetanol
(un agente reductor), llevando a un volumen final de 20 yl con agua desionizada y

se hirvieron a 95°C durante 10 minutos para desnaturalizar a las proteinas.

Se prepararon geles para SDS-PAGE (al 13%) se cargd la muestra (cantidad de
proteina constante 50 pg), en un pozo se cargaron 10 yl de marcador de peso
molecular (Rainbow; Amersham). La electroforesis se llevd a cabo durante 90
minutos a 100 V, para separar las proteinas en funciéon de su peso molecular en

un campo eléctrico.
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V.9.2 Transferencia

Una vez completada la electroforesis, las proteinas separadas presentes en el gel
se transfirieron a membranas de PVDF (fluoruro de polivinildieno) empleando un

equipo de transferencia en semiseco (Bio-Rad) durante 60 minutos a 100 V.

V.9.3 Bloqueo de las membranas

Una vez realizada la transferencia, las membranas fueron tefiidas con rojo de
Ponceau para verificar una 6ptima transferencia, se continiio con el procedimiento

después de destefiir con buffer de lavado (TBS-T).

Las membranas empleadas para la determinacion de proteinas nitrosiladas fueron
bloqueadas con una solucion de buffer de lavado TBS-T con 1% de gelatina
(Gelatin; USB), durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion continua. Y
para las determinaciones de la fraccion mitocondrial enriquecida y la ausencia de
contaminantes citosdlicos, se bloqued con una solucién de buffer TBS-T con 5%

de leche baja en grasas.
V.9.4 Inmunodeteccién con anticuerpos

V.9.4.1 Fraccion mitocondrial enriquecida (inmunodeteccién de la

citocromo c oxidasa).

Para el analisis de las fracciones mitocondriales enriquecidas, las membranas
fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal de ratén contra una proteina
mitocondrial constitutiva, la citocromo ¢ oxidasa (anti-COX), diluido 1:2000 en
TBS-T-leche 5% a temperatura ambiente por 1 hora con agitacion continua. Las
membranas se lavaron 3 veces con TBS-T durante 10 minutos y se incubaron con
anticuerpo secundario (goat anti-rabbit; Southern Biotech) conjugado con
peroxidasa de rabano, en una dilucion 1:4000 en TBS-T-leche 5% a temperatura
ambiente por 1 hora con agitacion continua. Al concluir la incubacion las

membranas se lavaron 3 veces con TBS-T durante 10 minutos.
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V.9.4.2 Mitocondrias libres de contaminantes citosodlicos

(inmunodeteccion de actina).

Para corroborar que las mitocondrias se encontraban libres de contaminantes
citosdlicos, se realizé por el mismo método anteriormente descrito. Se empled un
anticuerpo policlonal de conejo contra una proteina constitutiva citosolica, la actina

(anti-actina), en una dilucion 1:2000 en TBS-T-leche al 5%.

V.9.4.3 Perfil de nitrosilacion de proteinas mitocondriales

(inmunodeteccion de tirosina nitrosilada).

Para el analisis de nitrosilacion de las proteinas las membranas fueron incubadas
con un anticuerpo policlonal de conejo contra tirosinas nitrosiladas (anti-3-NT) en
una dilucion 1:2000 en TBS-T-gelatina 1% a temperatura ambiente por 1 hora con

agitacion continua.

V.9.5 Reaccion quimioluminiscente

Las membranas se incubaron con sustrato quimioluminiscente (Western Blotting
Luminol Reagent; Santa Cruz Biotechnology), posteriormente se expusieron a una
pelicula. Las membranas incubadas con los anticuerpos expusieron durante 3
minutos. Las peliculas se digitalizaron con ayuda de un escaner ScanJet 3400C
(Hewlett Packard). La intensidad de las bandas se determind empleando un

software de andlisis de imagenes (ImageJ).

V.10 Analisis Estadistico

Se obtuvo la media aritmética y la desviacién estandar de los datos
experimentales. Se aplico el analisis de “t” de student para comparar el grupo
control contra el grupo experimental. Para los graficos se empled el programa
Graph Pad Prism ver 4.0.
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VI. RESULTADOS

V1.1 Peso corporal de los animales

En la figura 20 se muestra el seguimiento del peso corporal de las ratas hembras
(A) y de las ratas machos (B) del grupo control y del grupo con RPC, para evaluar
los efectos que tiene la implementacion de la RPC al 50% sobre el peso corporal
en etapas tempranas del desarrollo y su seguimiento a lo largo de la vida del
animal, en la que se puede observar la reduccion del peso corporal de los grupos
con RPC (hembras y machos) en forma estadisticamente significativa (***p<0.001)
comparados con su grupo control, teniendo un 25% (A) y un 55% (B) menor,
encontrando un porcentaje de disminucion mayor en el grupo de ratas machos en
RPC, esto probablemente debido a que su desarrollo y crecimiento es mayor en
comparacion con las hembras.
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Fig. 20. Peso corporal en ratas hembras (A) y ratas machos (B) de los grupos control y con RPC
durante la etapa de RN (recién nacidos), hasta la edad de 31 semanas. X + D.E. de todos los

grupos, n=4-8. **p<0.01 y ***p<0.001 indican datos estadisticamente significativos.
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V1.2 indice de masa corporal (IMC)

La evaluacién del indice de masa corporal (IMC) es un signo indicativo del estado
nutricional del organismo. Es una medida de asociacion entre el peso y la talla de un
individuo, también se conoce como indice de Quetelet. Se calcula segun la expresion

matematica:

_ pesolkg)
" talla?(m?)

Se monitoreo la talla y el peso de los animales desde su nacimiento hasta la ultima
etapa de la determinacion (31 semanas), tanto en los animales control como en
los animales sometidos a RPC (fig. 21). Se determind el indice de masa corporal y
se observé un patrén similar en animales en RPC desde la etapa de RN hasta las
31 semanas de edad en ratas hembras (A) y en ratas machos (B), la disminucion
fue estadisticamente significativa a partir de la semana 15 en machos y de las 23
semanas en hembras, en comparacién con los grupos control. Estos datos nos
sugieren el efecto negativo que tiene la RPC sobre el peso y talla y la relacién

entre estos (IMC) y que es independiente del género.
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Fig. 21. Determinacion del indice de masa corporal (IMC) en ratas control y en RPC en ambos
géneros. Los valores muestran la media + D.E. de todos los grupos, n=4-8. ***p<0.001 indican

significancia estadistica.

V1.3 Peso del higado

La desnutricién implementada en etapas criticas del desarrollo y crecimiento
ocasiona efectos adversos en érganos metabdlicamente activos, como el higado.
La desnutricion ocasiona una disminucion en el desarrollo adecuado de este
organo, se observa una disminucion del peso. Se monitoreé el peso del higado
para observar los efectos que tiene la RPC en el desarrollo y crecimiento de este
organo, animales sometidos a RPC tanto hembras como machos mostraron una
disminucion estadisticamente significativa (***p<0.001) del peso del higado en
comparacion con animales control en todas las etapas de determinacion (fig. 22).
Los resultados muestran un 50% menos del peso del higado de los animales en

RPC en comparacion con los del grupo control.
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Fig. 22. Peso del higado en ratas control y con RPC de ambos géneros. Los datos muestran la

media £ D.E. en todos los grupos, n=4-8, ***p<0.001 son datos estadisticamente significativos.

V1.4 Fraccion mitocondrial enriquecida.

Para evaluar que las fracciones aisladas del higado, se encuentran enriquecidas

en mitocondrias, se determind la presencia de una proteina constitutiva

mitocondrial por inmunodeteccién la citocromo ¢ oxidasa, en las muestras

obtenidas de animales control y animales sometidos a RPC de ambos géneros

(hembras y machos). En la Figura 23 se muestra la autorradiografia de las

fracciones aisladas del higado de ratas hembras (A) y ratas machos (B) del grupo

control y el grupo en RPC, los carriles estan divididos de la siguiente manera:

CARRIL MUESTRA

1 Control RN
2 HPC R
Cortrol 2 senanas

[

4 RIPC G senanas
ol Contral ¢ semanas
&5 RPC T sernanas
7 Control 31 Serminas
a2 RIMC 31 semanas
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Se observa la banda enriquecida en mitocondrias en todos los carriles (1-8) en
ratas hembras y machos, asi como también en los animales control y en RPC, por

lo que se comprueba que la muestra es una fraccion enriquecida en mitocondrias.
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Fig. 23. Autorradiografia de la presencia de la proteina constitutiva citocromo c oxidasa en

fracciones obtenidas de higado de ratas hembras (A) y ratas machos (B).

VI.5 Mitocondrias libres de contaminantes citosolicos.

La purificacién de mitocondrias de higado de rata puede no ser 100% efectiva y
mantener pequefias cantidades de componentes citosdlicos que generan
interferencia y alteracién en los resultados. Para corroborar que las muestras de
mitocondrias obtenidas mediante el método de Percoll se encuentran libres de
contaminacion por componentes citosoélicos, inmunodetectamos la presencia de
una proteina constitutiva en el citosol (actina) y ausente en las mitocondrias. En la
figura 24 se observa la autorradiografia de la inmunodeteccién de la proteina
actina en fracciones mitocondriales de higado de rata, se observa la presencia de
actina solo en las fracciones del homogenado total carril 1 y 3 y ausencia de esta
banda en los carriles que contiene solo fraccion mitocondrial, tanto en ratas
hembras (carriles 1 y 2) como en ratas macho (carriles 3 y 4). Estos resultados
nos sugieren que las mitocondrias obtenidas se encuentran libres de
contaminantes citosdlicos y que su uso en los siguientes experimentos es

adecuado y nos confirma que los resultados obtenidos son confiables.
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CARRIL MUESTRA GENERO
1 HOMOGENADO TOTAL HEMBRA
2 MITOCONDRIAS HEMBRA
3 HOMOGENADO TOTAL MACHC
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Fig. 24. Inmunodeteccion de la proteina citosdlica actina en fracciones de homogenado total en
ratas hembras (carril 1) y machos (carril 3); asi como fraccion mitocondrial en ratas hembras y

machos, carril 2 y carril 4 respectivamente.

V1.6 Efecto de la restriccidon proteico-calorica sobre los niveles del

oxido nitrico mitocondrial.

El estrés nitrosativo se evalu6 determinando por espectrofotometria la
concentracion de la principal especie reactiva de nitrégeno, el éxido nitrico (NOs),
los resultados (fig. 25) muestran una variacion dependiente de la etapa de
determinacion observandose tanto en ratas hembras (A) como en ratas machos
(B) un incremento significativo de hasta un 200% mas en la etapa de RN (recién
nacidos) en animales en RPC y posteriormente una tendencia a disminuir hasta
valores similares a los control, disminuyendo de manera significativa un 10% en
ratas hembra en RPC.
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Fig. 25. Niveles de o6xido nitrico en mitocondrias de higado de ratas hembras (A) y ratas machos

(B). En la grafica se muestran las medias + D.E. en animales sometidos a RPC con respecto a su

control, n=4-8. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 resultados estadisticamente significativos.
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VI.7 Efecto de la restriccion proteico-caldérica sobre el perfil de
nitrosilacion de proteinas mitocondriales.

El estrés nitrosativo se evalué mediante inmunodetecciéon con el anticuerpo anti-
nitrotirosina la cantidad de proteinas nitrosiladas por el anién peroxinitrito. En la
fig. 26 se observan las autorradiografias (A2 y B2) y las densitometrias (A1 y (B1)
de los perfiles de nitrosilacién de proteinas en mitocondrias de higado de ratas
hembras (A) y machos (B) en RPC con respecto a su control. Un dato interesante
que arrojo esta determinacion fue el incremento significativo en los niveles de
nitrosilacion solo en la etapa de RN en ambos géneros, posteriormente estos

niveles se mantuvieron similares al control.
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Fig. 26. Perfil de nitrosilacion de proteinas mitocondriales de higado de ratas hembras y machos
(A2) y (B2) respectivamente. En la figura se muestra la densitometria de los perfiles de
nitrosilacién en ratas hembras y machos (A1) y (B1) respectivamente. Los datos muestran la media

+ D.E., n=3. *p<0.05 y **p<0.01 muestran resultados estadisticamente significativos.

V1.8 Efecto de la restriccion proteico-calérica sobre la oxidacion
de lipidos en la mitocondria.

La lipoperoxidacion de lipidos de membrana es causada principalmente por el
radical hidroxilo, uno de los principales productos de esta oxidacion es el

malondialdehido que reacciona con el acido tiobarbiturico y genera un compuesto
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que es visible. En la figura 27 podemos observar la determinacién de los niveles
de lipoperoxidacion a nivel mitocondrial en ratas hembras (A) y machos (B), se
observa una tendencia a disminuir en los animales bajo RPC en comparacion con
el grupo control, en ambos géneros y en las diferentes etapas de determinacion,
un dato importante es el incremento significativo en los niveles de lipoperoxidacion
a las 7 semanas de edad en el grupo sometido a RPC en ambos géneros. Estos
resultados sugieren que probablemente la RPC tiene un efecto negativo sobre la

produccién de ERO y como consecuencia la disminucién en la lipoperoxidacion.
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Fig. 27. Niveles de lipoperoxidacion en las mitocondrias de higado de ratas hembras (A) y machos
(B) en RPC y control. Los datos muestran la media + D.E. , n=4-8. Los resultados estadisticamente

significativos se representan asi *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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V1.9 Efecto de la restriccion proteico-calérica sobre la actividad
de la glutation reductasa mitocondrial (GRd).

La capacidad antioxidante a nivel mitocondrial fue analizada determinando la
actividad de la enzima glutatién reductasa con el kit de SIGMA, mediante la
reaccion del acido sulfosalicilico (SSA) con el producto de la actividad enzimatica,
el glutation reducido. En la fig. 28 podemos observar un patrén dependiente de la
etapa de determinacion, etapas tempranas del desarrollo mostraron una
disminucion de la actividad enzimatica en ratas bajo RPC en ambos géneros y en
etapas posteriores, consideradas como edad adulta del animal (después de la
semana 7 de edad), observamos una tendencia a incrementar la actividad de la

GRd en ratas hembras (A) y machos (B) hasta llegar a niveles similares al control.
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Fig. 28. Actividad de la enzima antioxidante glutatién reductasa en mitocondrias de higado de rata
en animales bajo RPC y control en hembras (A) y machos (B). Se muestra la media + D.E., n=3.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, son datos estadisticamente significativos.
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VI1.10 Efecto de la restriccion proteico-calérica sobre los niveles

de glutatiéon reducido mitocondrial.

Los niveles de glutation reducido (GSH) nos ayudan a evaluar el estado oxido-
redox de la mitocondria, este reacciona con el SSA y genera un compuesto que es
leido a cierta longitud de onda mediante espectrofotometria. En la figura 29 se
muestran los niveles de GSH en mitocondrias de higado de ratas hembras (A) y
machos (B) bajo RPC con respecto al control. Se observaron variaciones
significativas, principalmente niveles por debajo del control en ambos géneros, a la
edad RN los niveles son menores, un 10%, con respecto al control tanto en ratas
hembras (A) como en ratas machos (B); y a las 31 semanas, los niveles son
menores solo en el grupo de ratas machos (B). Estos datos sugieren que
probablemente los efectos de la RPC estan danando a la mitocondria, asi como su

balance oxido-redox, debido a estos cambios y variaciones en los niveles de GSH

mitocondrial. =
Z o0z == COMTRIO
A) = - RPT
E -
= N
@ 0 o i . AW _¢
[51} ra= 1 1 1. 1. I 1. [ =
=1 I 1 1 1. || I 1. I 'mm
g LI UL UI L UA
g 0.00=
EDAD [semanas) Rhracin racrdas
o
£ a2 = GONTROL
B) L -
El T T
CETIE
£ | Ne I ﬂ'  HIR
- I 1. I 1. 1 1. 1 I 1 1. 1 1.
:.., UR LN UN UN U LB
5 0.0g-
= [T ] ¥ & i} |
EDAD [=cmanas) RMrackn rackias

Fig. 29. Niveles de GSH en mitocondrias de higado de ratas hembras (A) y machos (B) en
animales en RPC y control. Se muestra la media = D.E., n=3. *p<0.05, **p<0.01 muestran datos

estadisticamente significativos.
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ViIl. DISCUSION

En el modelo de experimentacion planteado en este trabajo, se aplicd una
restriccion proteico-caldrica (RPC) al 50% en etapas criticas del desarrollo, como
son la etapa prenatal y postnatal. Este tipo de restriccion al 50% y aplicado en
estas etapas, es similar a una desnutricion, debido a la disminucién en el
porcentaje de aporte de calorias y proteinas. Durante los ultimos afos, Barker y
colaboradores, han publicado un numero importante de trabajos cientificos y
textos sobre estudios epidemiolégicos inicialmente desarrollados en la Gran
Bretafa (Barker et al., 1989; 1989a), planteando que el estado nutricional durante
el periodo prenatal y durante la infancia, condicionan o influyen en el desarrollo de
enfermedades en la edad adulta. Las ideas y mecanismos implicados son
conocidos como la “hipétesis o teoria de Barker”. Propone que una agresion in
utero seria capaz de inducir una programacién anormal de diversos 6rganos y
sistemas relacionados entre si que se manifestaria a lo largo de la vida del
individuo. Esta programacion ocurriria, segun la definicion de Lucas (Lucas, 1991),
«cuando un estimulo o agresion, que actua en un periodo critico del desarrollo,
produce un cambio permanente o mantenido en la estructura o la funciéon de un
organismon.

Los efectos que se observaron en los animales sometidos a este modelo de RPC
al 50% concuerdan con los efectos de una desnutricion in Gtero, se observd un
bajo peso al nacer desde un 35% menos en ratas hembras hasta un 55% menor
en ratas machos (Fig. 20), asi como también una menor talla en los grupos de
animales sometidos a este modelo de RPC en comparacién con los del grupo
control. Otro dato indicativo del estado nutricional fue la relacion entre el peso y la
talla de los animales, conocido como el indice de masa corporal (IMC) (Fig. 21), en
el cual se observd una disminucion significativa (p<0.001) en los animales en
RPC, con respecto al control, en etapas posteriores al nacimiento (23 y 31
semanas de edad en ratas hembras y 15, 23 y 31 semanas de edad en ratas

machos). La idea de que la nutricion fetal podria tener efectos a largo plazo no es
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nueva. Los estudios clasicos de Widdowson y McCance (Widdowson y McCance,
1974,1975) en animales mostraron que los que tenian bajo peso al nacimiento, no
llegaban a alcanzar el tamano de sus congéneres nacidos con peso normal, ni al
llegar a la madurez; una disminucion en el nimero de células de algunos 6rganos
diana seria la explicacion de este fendmeno. Se ha observado, ademas, que la
restriccion proteico-caldrica durante la gestacion en ratas se asocia con cambios
en el tamano, la morfologia y la funcionalidad hepatica (Desai et al., 1995, Desai et
al., 1996, Hales et al., 1996; Desai et al., 1997). Efectos observados, en este
trabajo, sobre un érgano metabdlicamente activo como es el higado, muestran una
disminucion significativa (p<0.001) del peso de este 6rgano (Fig. 22),
observandose una disminucion de alrededor del 50% para ambos géneros
(hembras y machos) en animales sometidos a RPC durante la etapa prenatal y
postnatal, con respecto al grupo control, esta disminucién de peso al nacimiento
se asocia a incremento en el riesgo de padecer complicaciones en el periodo
neonatal, aumento en la mortalidad perinatal y a un mayor riesgo de enfermedad
en la vida adulta (Ceesay et al., 1997; Valiente et al., 1999; Serrano et al., 2000;
SEINAP, 2001, Parra-Gamez, 2003; Moreno y Serra, 2001; Tomkins, 2007). El
impacto a largo plazo dependera del estadio en el que se produzca la malnutricién,
de su duracion e intensidad. Cada érgano y tejido tiene un periodo critico o
sensible, de mayor replicacion celular, durante el cual se vera mas afectado
(Becerra-Fernandez, 1999; Bast, 2002).

Durante muchos afios se considerd que el feto en etapa de desarrollo in utero se
encontraba exento de sufrir algun dafio por agentes externos, ya que se suponia
que estaba protegido dentro del vientre materno. En los ultimos afos diversas
areas de investigacion han sugerido que los eventos implicados en el desarrollo
fetal normal tienen efectos a largo plazo e influyen en la salud durante la vida
adulta. Se piensa que los estimulos o agresiones en las etapas tempranas de la

vida originan consecuencias permanentes; esto es un fendmeno establecido en el
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campo de la Biologia del desarrollo, denominado programacion (Lee et al., 2005;
Lebenthal y Bier, 2007; Martinez, 2007).

El estrés oxidativo y probablemente el nitrosativo, son las causas o trastornos,
conocidas o probables, asociadas con el crecimiento fetal adverso (disminucion en
el desarrollo y crecimiento) (Martinez, 2008); éste podria ser un factor externo
implicado en la programacion, asi como en la asociacion entre la desnutricion fetal
adversa y posteriormente el riesgo elevado de padecer enfermedades en la etapa
adulta. Los mecanismos de programacion del estrés oxidativo pueden ser directos,
a través de la modulacion de la expresion genética (Burdge et al., 2007) o
indirectos, mediante el efecto de ciertas moléculas oxidadas (Luo et al., 2006).
Diversos experimentos han demostrado la funcion del balance redox en el
funcionamiento adecuado de la mitocondria (Tuma, 2001), asi como los efectos
adversos que provocan el incremento en la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ERO) (Droge, 2002; Boveris, 2005) y especies reactivas de nitrogeno
(ERN) (Drew y Leeuwenburgh, 2002; Guzman et al., 2006).

En los estudios realizados en este proyecto el enfoque fue determinar la influencia
de la RPC sobre la produccién de o6xido nitrico mitocondrial (NO*m), como un
indicativo de dafio nitrosativo, ya que ésta molécula es de las principales especies
reactivas de nitrégeno (ERN). Los datos obtenidos mostraron un incremento
significativo (p<0.001) en las ratas recién nacidas (RN) bajo este régimen (Fig. 25).
El incremento fue por arriba del 50%, en comparacion con los animales control,
tanto en animales hembras como machos; en etapas posteriores al nacimiento, en
ratas machos, los valores de NOem se mantuvieron en concentraciones similares
al control; y en hembras, se observé una tendencia a disminuir por debajo de los
valores de los animales control, posiblemente debido al efecto hormonal. Baylis
(2008), en un estudio comparativo entre ratas hembras y machos, del dafio a nivel
renal por la disminucion en la produccion de NO- endotelial, encontré un efecto
protector, debido a las hormonas femeninas (estrégenos) en ratas hembras, en

comparacion con ratas machos durante el dafio renal. Los datos observados en

SACNITE ALBARRAN BRAVO 86



RESTRICCION PROTEICO-CALORICA PRENATAL Y POSTNATAL. ESTRES OXIDATIVO Y NITROSATIVO A NIVEL MITOCONDRIAL.

este estudio concuerdan con lo reportado por Baylis, a diferencia que nuestros
datos son a nivel mitocondrial y son datos novedosos, ya que no existen reportes
sobre la producciéon de NOsm en ratas sometidas a una restriccion proteico-
caldrica del 50%. Se ha observado, en estudios hechos en aorta de rata, la
relacion que existe entre la disminucion en la produccion de NO- endotelial (NO-e)
y la posible predisposicion de padecer hipertension en la edad adulta debido a una
restriccion nutricional durante la etapa postnatal y los resultados muestran una
disminucion en la actividad de la enzima NOSe y como consecuencia, una
probable disminucién en la produccion de NO-<e (Racasan et al., 2005; Nyut,
2008).

Otro dato indicador de estrés nitrosativo, es la determinacion del perfil de
nitrosilacion de proteinas a nivel celular (Guzman et al., 2006); al respecto, los
resultados de este trabajo en mitocondrias de higado de rata, mostraron un
incremento del 25% en el perfil de nitrosilacion de las proteinas en animales
hembras y machos en RPC, pero solo en la etapa de RN (Fig. 26). En etapas
posteriores, los niveles se mantuvieron similares a los del grupo control. En los
grupos control se observé un incremento en el perfil de nitrosilacion de proteinas
dependiente de la edad. Este patron se repitié en animales hembras y en machos,
esto indica que el perfil de nitrosilacion es diferente, segun la edad de la rata;
etapas tempranas y cercanas al nacimiento, tienen un incremento en la produccion
de estas especies reactivas de nitrégeno, y en etapas posteriores al nacimiento,
cuando el animal se considera adulto, tienen valores similares, con respecto al
control, en ambos géneros. Asi como también, los efectos que tiene el
envejecimiento en el incremento de las ERN y como consecuencia, el incremento

del perfil de nitrosilacion con respecto a la edad (Van der Loo et al., 2000).

Otro dafo debido a la sobreproduccién de las ERO, y como consecuencia estrés
oxidativo, es la oxidacion de lipidos de membrana (lipoperoxidacion). Este dafio es
principalmente provocado por el radical hidroxilo ((OH), el cual genera un dafo a

nivel membranal, provocando el mal funcionamiento celular y posteriormente
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apoptosis (Pamplona et al., 1998). En estudios realizados en nifios nacidos con
bajo peso, se observaron niveles elevados de lipoperoxidacion en muestras de
sangre, tanto de los nifios, las madres y el cordén umbilical, esto en comparacion
con nifios nacidos con un peso adecuado (Biri et al., 2007). Los resultados
obtenidos en este proyecto mostraron una disminucion significativa de la
lipoperoxidacion a nivel mitocondrial en los animales en RPC (Fig. 27), durante las
etapas cercanas a la fecha de nacimiento. En etapas posteriores, se observé un
dato relevante a la semana 7 de edad, donde se incrementaron los niveles de
lipoperoxidacion por encima de los niveles del grupo control. Este patron se
mantuvo en animales hembras y machos, este resultado es contrastante al
observado en nifios que estuvieron bajo desnutricion durante la etapa prenatal
(Biri et al., 2007), nos sorprendid encontrar niveles disminuidos de
lipoperoxidacion a nivel mitocondrial, pero probablemente estos niveles bajos sean
debido a cambios y/o alteraciones en la composicion de lipidos de membrana, ya
que estudios realizados en humanos muestran que la desnutricion tiene un efecto
sobre las enzimas encargadas de generar las insaturaciones (desaturasas) en los
lipidos de membrana. Probablemente la restriccion proteico-calorica, aplicada
desde la etapa prenatal y posterior al nacimiento, esté afectando la actividad de
estas enzimas desaturasas, y como consecuencia disminuyendo las
insaturaciones en los lipidos de las membranas mitocondriales; y estos se vuelven
menos propensos al dafio oxidativo por el radical hidroxilo (Sastre et al., 2000;
Myatt y Cui, 2004; Myatt, 2006).

Las defensas antioxidantes tienen un papel importante para combatir la
produccion de especies reactivas o de radicales libres, asi como prevenir el dafio
a biomoléculas importantes (Monsalve, et al., 2007). La mitocondria cuenta con
una bateria antioxidante importante para prevenir y evitar la sobreproduccion de
especies reactivas que dafen el funcionamiento mitocondrial. Una de las
principales defensas con las que cuenta la mitocondria es el ciclo de oxido-

reduccion del glutation, dentro del cual se incluye la enzima glutation reductasa,
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que es la principal encargada de mantener las pozas de glutation reducido
adecuadas para dentro de la mitocondria mantener el equilibrio redox. En estudios
realizados en niflos con desnutricion se observd que en el plasma disminuyé la
actividad de esta enzima (Reid et al., 2000) se tomaron muestras de sangre y
evaluo la actividad de la glutation reductasa, encontrando valores por debajo del
normal en comparacion con nifios en buen estado nutricional, ellos manejan que
debido a la desnutricion existe una disminucion de la vitamina B12 la cual es la
encargada de producir flavin mono nucleétido (FMN) una importante coenzima y
necesaria para la actividad de esta enzima. Los resultados obtenidos en este
trabajo al evaluar las defensas antioxidantes mitocondriales, como fue, la actividad
de la glutation reductasa, mostraron una disminucion significativa en la actividad
de esta enzima alcanzando valores de 45% menos en ratas bajo RPC al 50% en
comparacion con los controles, esto se observo en ratas hembras y machos en
etapas tempranas del desarrollo (RN, 3 y 7 semanas de edad) (fig. 28).
Posteriormente, al evaluar este parametro en etapas posteriores (15, 23 y 31
semanas) del desarrollo completo del animal, se encontr6 una tendencia a
incrementar la actividad enzimatica hasta alcanzar valores similares a los control,
este patron continud tanto en ratas hembras como en ratas machos del grupo en
RPC (fig. 28) Nuestros resultados en etapas tempranas y cercanas a la fecha de
nacimiento, concuerdan con los datos reportados por Reid y col., (2000), donde
los nifios en etapas tempranas del desarrollo, presentan un una disminucién de la

actividad de la glutation reductasa.

En cuanto a defensas antioxidantes no enzimaticas dentro de la mitocondria, la
evaluacion de los niveles de glutatién reducido (GSH) es un indicativo de dafo
oxidativo, ya que estudios realizados por Lash (2002, 2006) muestran que los
niveles basales de glutation al interior de la mitocondria deben de mantenerse en
equilibrio, y que una alteracién (disminucién y/o aumento) son indicativos de dano
a nivel mitocondrial. Nuestros resultados mostraron variaciones en cuanto a los

niveles de GSH mitocondrial en los animales bajo RPC, estas variaciones son
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niveles por debajo y por arriba del control sin tener un patron definido, algo
importante de mencionar son los niveles bajos observados a la edad de RN en
comparacion con el grupo control, estos resultados se encontraron similares en
ambos géneros (fig. 29). Lash (2005) propuso que el dafio oxidativo mitocondrial
puede estar implicado en el incremento y/o en la disminucién de los niveles de
GSH mitocondrial, ya que este dafo pudiera afectar la participacién y actividad de
los transportadores encargados de introducir glutatiéon al interior de la mitocondria,
y que como una defensa antioxidante primaria se observa una disminucion de los
niveles de GSH al interior de la mitocondria, posteriormente como una defensa
antioxidante secundaria la mitocondria censa estos niveles bajos y como resultado
incrementa el transporte de GSH hacia el interior de esta para combatir el dafio
generado por el incremento de estas especies reactivas. Otro dato importante es
la disminucion del aminoacido cisteina que es el limitante en la sintesis de este
glutation, en nifios en desnutricion se han encontrado niveles reducidos de este
aminodacido en plasma, debido a la subnutricién de nutrientes clave, como lo son
las proteinas (Lyons, 2002). Los resultados diferenciales y dependientes de la
etapa de determinacién observados en este trabajo, concuerdan con lo reportado
por Alexander en el 2007, en donde ella propone que los efectos sobre el estrés
oxidativo, que probablemente son provocados por la restriccion proteico-calorica
tienen una via divergente, y que son dependientes de la etapa donde se presenta
esta restriccion. Animales sometidos a restriccion alimenticia en etapas criticas del
desarrollo como lo son la gestacion y etapas cercanas al nacimiento tienen un
efecto adverso, y existe la posibilidad de que el estrés oxidativo esté implicado en
la probable programacién fetal (Luo, et al., 2006) y que el resultado sean personas
propensas a padecer enfermedades propias del Sindrome Metabdlico; por otro
lado si esta restriccion es implementada en animales en edad adulta o en etapas
posteriores al nacimiento donde el organismo ha alcanzado un adecuado
crecimiento los resultados seran benéficos, disminuyendo la produccion de ERO y

como consecuencia prolongando la vida (Weindruch, 1996; Barja, 2005).
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VIIl. RESUMEN DE RESULTADOS

ETAPA PERINATA
(RN, 3y 7 sem)

DETERMINACION

Nivelesde NO"

Pertil de _
NITROSILACION

Miveles de

LIPOPERGXIDACION

Actnrdad de la GR

Miveles de GSH

mmp
(mm

. . .z ==== .. * - .
Aumento, Disminucién, == Valores similares, ~ Diferencias en esa

etapa.

IX. CONCLUSIONES

En la restriccion proteico-calérica existen cambios diferenciales en el estrés

oxidativo y nitrosativo dependientes de la etapa de desarrollo de la rata.
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