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1 RESUMEN

La desnutricion es una patologia resultado de la deficiente incorporacién de los
nutrientes a las células del organismo, esta determinada por la intensidad y el
momento bioldgico en que se presente, suele tener su origen desde la gestacion y
lactancia, ocasiona desbalances en el metabolismo que se ven reflejados en la
excesiva produccién de radicales libres (RL) en el cuerpo y disminucion en la
respuesta antioxidante, esta acumulacion de RL ocasiona carbonilacion de proteinas
en el organismo, lo cual genera un dafio en numerosos érganos Y tejidos, que son la
causa del progreso y desarrollo de enfermedades como: cancer, diabetes,
hipertension, enfermedades cardiovasculares (ECV), enfermedades neuronales
(Alzheimer y Parkinson, entre otras) que deterioran la calidad de vida de la poblacion.
La presente tesis tuvo como objetivo la determinacidén de proteinas carboniladas de
higado, corazén y cerebro de ratas neonatas Wistar, producto de dos generaciones
inmediatas anteriores sometidos a una dieta baja en aporte de nutrientes, con el fin
de determinar la relacion de la desnutricion con el incremento en los niveles de
estrés oxidativo (EO). Los resultados de esta tesis indicaron que los neonatos con
desnutricién presentaron una disminucion en los pardmetros estudiados con respecto
al control, lo cual se observo con la p<0.05 en peso (4.84 £ 1.00 vs. 7.65 + 0.48), talla
(6.19 £ 0.44 vs. 7.55 + 0.32), albumina sanguinea (1.60 + 0.58 vs. 2.92 + 0.84), asi
como del peso de higado (195.38 + 39.99 vs. 295.72 + 43.02), coraz6n (37.88 £ 9.11
vs. 51.88 + 5.29) y cerebro (240.65 £ 30.36 vs. 336.92 + 16.50), también se observo
incremento de la expresion proteica en higado y corazon, ademas aumento en los
niveles de carbonilacién proteica en el higado, corazon de hembras desnutridas y
cerebro de machos desnutridos. En conclusion, la exposicion de dos generaciones
inmediatas anteriores a desnutricion conlleva a dafio oxidativo en los 6rganos del
cuerpo, lo cual contribuye a la disfuncién de los mismos y predisposicion a

numerosas enfermedades, que afectaran la vida adulta del individuo.

Palabras clave: desnutricién, carbonilacién, estrés oxidativo
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ABSTRACT

Undernutrition is an important pathology result of poor incorporation of nutrients to the
body's cells, it is determined by the biological moment and intensity in which it occurs,
it usually has its origin from the gestation and lactation, it causes imbalances in
metabolism which are reflected in the excessive production of free radicals (FR) in the
body and decreases in antioxidant response, this accumulation of free radicals
causes protein carbonylation in the body, which results in damage to numerous
organs and tissues , that is the cause of progress and development of diseases such
as cancer, diabetes, hypertension, cardiovascular disease (CVD), neuronal diseases
(Alzheimer's, Parkinson's, etc.) that impair the quality of life of the population. The
present thesis was aimed at determining carbonylated proteins from liver, heart and
brain in neonatal Wistar rats, whose parents were subjected to a low nutrients diet, in
order to determine the relationship between undernutrition and increase of oxidative
stress (OS) levels. The results indicated that neonates with undernutrition showed a
decrease in the studied parameters which could be observed by the p<0.05 in weight
(4.84 + 1.00 vs. 7.65 £ 0.48), height (6.19 = 0.44 vs. 7.55 + 0.32), serum albumin
(1.60 + 0.58 vs. 2.92 + 0.84), such as the weight of the liver (195.38 + 39.99 vs.
295.72 + 43.02), heart (37.88 + 9.11 vs. 51.88 + 5.29) and brain (240.65 + 30.36 vs.

336.92 + 16.50), also it was possible to observe a increased in protein expression in

+

liver and heart, as well as it increased levels of protein carbonylation in liver, while the
carbonyl proteins increase in heart of the undernutrished female and in the brain of
the undernutrished male. In conclusion, the exposure of undernutrition of two
generations immediate, leads to oxidative damage in the organs of the body, which
contributes to the dysfunction of these and predisposition to many diseases which will

affect in the adulthood.

Key Words: undernutrition, carbonylation, oxidative stress
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2 MARCO TEORICO

2.1 Desnutricién

La desnutricion se define como el estado patolégico, inespecifico, sistémico y
potencialmente reversible que se origina como resultado de la deficiente
incorporacion de los nutrientes a las células del organismo, se debe a la falta de
ingestion de alimentos, al aumento de los requerimientos, al gasto excesivo de
energia o a la combinacién de los tres. La desnutricion esta determinada por factores
ambientales, genéticos y neuroenddécrinos; asi como por el momento biolégico en el
gue se encuentra el individuo (Parra-Gamez et al., 2003; Toussaint-Martinez y
Garcia-Aranda, 2008).

La desnutricibn se puede clasificar en base a los factores que la causan, como

primaria, secundaria y mixta.

o Desnutricion primaria: se debe a la ingesta de una dieta baja en aporte de
nutrientes en relacion con las necesidades nutricias basicas, ya sea porque éstos no
se encuentren disponibles o porque aunque existan no se consumen. Por lo general
tiene origen socioecondmico y cultural, asi mismo se relaciona con un insuficiente

poder adquisitivo.

o Desnutricion secundaria: se produce cuando el alimento no es consumido o
no es debidamente utilizado por el organismo. Se origina en alteraciones
fisiopatoldgicas que interfieren con la ingestidn, digestion, absorcion o utilizacion de
nutrientes, que elevan anormalmente los requerimientos energéticos, de

regeneracion tisular y/o que producen un catabolismo excesivo.

o Desnutricion Mixta: La desnutricion mixta se presenta cuando existen tanto
factores primarios como secundarios, que se adicionan o potencian (Calzada-Leon,
1998).
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La desnutricion energético proteica es una enfermedad de proporciones mundiales,
cerca del 15% de los nifios recién nacidos presentan bajo peso al nacer, mientras
que 27% no alcanzan la talla normal. Por otro lado, tan solo el 37% de los nifios
menores de 6 meses reciben lactancia materna exclusiva, la ausencia de esta
practica en México eleva la probabilidad de que el recién nacido padezca
desnutricion, que es responsable de mas de un tercio de las muertes infantiles en el
mundo (UNICEF, 2012).

En México alrededor del 7% de los recién nacidos presentan peso bajo, la
prevalencia de desnutricion crénica medida por el retraso en el crecimiento (talla para
la edad) es del 12.7%, lo que equivale a 1, 200,000 nifias y nifios menores de cinco
afios en esta condicion, mientras que en las zonas rurales alcanza mas del doble con
un 25.6% (UNICEF, 2011 y 2012).

Durante cada momento de la existencia, la nutricién esta ligada con el fenbmeno
bioldgico del crecimiento en un equilibrio que puede manifestarse por el aumento,
mantenimiento o disminucién de la masa y del volumen que forman al organismo en
relacion con el momento previo, asi como por la adecuacion a los requerimientos
nutricios y energéticos del cambio de forma, funcion y composicién corporal

(Casanueva y Flores-Quijano, 2008).

2.1.1 Desnutricién en el embarazo y recién nacido

El embarazo es un periodo de relevancia nutricia, ya que la mujer gestante requiere
una cantidad adicional de nutrientes para cubrir sus necesidades nutricias de
mantenimiento, las del feto para la formacién de nuevas estructuras y para la
produccion de leche materna, que deberd ser el Unico alimento del recién nacido
durante los primeros meses de vida, de no cumplirse se convierte en uno de los
principales factores que fomentan la desnutricion, ademas de la ablactacion tardia y

el uso de alimentos con escasa proporcidén de energia y proteinas.

Una dieta baja en aporte de nutrientes durante el embarazo compromete la salud del

feto, pues éste se alimenta de los nutrientes que ingiere la madre gestante a través
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de la dieta, en caso de que los nutrientes ingeridos sean insuficientes para cubrir las
necesidades de crecimiento y desarrollo, se genera la movilidad y utilizacion de
reservas maternas, sin embargo si el estado nutricio pre-gestacional era inadecuado,
la consecuencia final es una afeccion en la maduracion y desarrollo del feto

(Casanueva y Flores-Quijano, 2008).

En este sentido, los estudios experimentales en ratas gestantes a las cuales se les
manipula nutricionalmente, han reportado mas detalladamente los efectos de la
desnutricion intrauterina, las investigaciones sugieren que cuando el suministro de
nutrientes materno-placental no coincide con la demanda de nutrientes fetal, se
desencadena una “programacion fetal” como mecanismo de respuesta permanente o
adaptacion ante la restriccibn a la que se somete el organismo. El problema
inmediato para el feto es la supervivencia y para asegurarla puede dar lugar a

cambios permanentes tales como:

o La morfologia de érganos

. Modificacion de la funciones metabdlicas, endocrinas y la fisiologia
o Aumenta el nimero de abortos y nacimientos prematuros

o Disminuye el nUmero de individuos en la camada

o Se presenta retardo en el crecimiento y bajo peso al nacer

Todo lo anterior tiene implicaciones en el desarrollo y progreso de enfermedades en
la vida adulta, tales como la enfermedad coronaria, la hipertension, la diabetes tipo 2,
el sindrome de resistencia a la insulina y enfermedades cardiovasculares (Godfrey y
Barker, 2000; Kwong et al., 2000; Langley-Evans, 2001). Estos estudios han
establecido que la gestacion y lactancia son periodos de particular importancia, pues
las consecuencias de la desnutricibn son irreversibles para el nifio aun con una
adecuada nutricion posnatal (Langley-Evans, 1996 y 2001; Lizarraga-Mollinedo et al.,
2012).

Los nifios que fueron victimas de desnutricion durante la gestacion y/o lactancia son
mas vulnerables a infecciones, lo que los lleva a enfermarse con frecuencia y como

resultado a desarrollar una serie de problemas que afectan progresivamente su salud
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fisica y mental. Un nifio con desnutricion en primera instancia disminuye su
capacidad cognitiva e intelectual, desarrolla trastornos de la coordinacién muscular y
del lenguaje, y de esta forma presenta bajo rendimiento escolar, reduccion del
aprendizaje y de habilidades para la vida (Parra-Gamez et al., 2003), lo cual limita la
capacidad del nifio de convertirse en un adulto capaz de contribuir (a través de su
evolucion humana y profesional) al progreso de su comunidad y de su pais.
Finalmente el ciclo de la pobreza, desnutricion y enfermedad se perpetia de

generacion en generacion. (UNICEF, 2009).

La desnutricion ocasiona cambios bioquimicos, fisiolégicos y anatémicos en el
cerebro como en otros 6rganos y tejidos, comprometiendo de esta manera el
funcionamiento del organismo, lo cual puede afectar de tal manera que lleve al sujeto
que la padece a desarrollar un sin niumero de enfermedades (Szitanyi et al., 2003;
Joanette et al., 2004).

2.2 Organos implicados en el desarrollo de enfermedades asociadas a

desnutricién intrauterina

Los efectos de la desnutricion en los diferentes 6rganos y sistemas son mdltiples, es
conocido que 6rganos como el corazén y el higado pueden perder hasta un 30% de
su peso habitual, también es posible que 6rganos como rifiones, pancreas o bazo
presenten reduccion de tamafio, aunque el impacto es de menor intensidad (Gil-
Hernandez, 2010). Ademas se ha reportado que a nivel neurolégico la desnutricion
afecta severamente la funcion cerebral (Leiva-Plaza et al., 2001). Es por ello que
entre los o6rganos mas afectados durante la desnutricion intrauterina, son los

siguientes:
o El higado

Cumple con mas de 1,500 funciones quimicas en el organismo, entre las mas
importantes se considera la formacion y secrecién de bilis, el metabolismo de
vitaminas, aminoacidos, glucosa, lipidos (acidos grasos, colesterol y lipoproteinas) y

proteinas plasmaticas (albumina, globulinas, protrombina, fibrindbgeno), la



Area Académica de Nutricién
UAEH-ICSa

inactivacion de hormonas, toxicos y esteroides, asi como el almacenamiento de

glucégeno, vitaminas (A, D, E, K, B12) y minerales (hierro y cobre) (Segarra, 2006).

Cuando una mujer presenta desnutricion durante la gestacion, el higado del recién
nacido desarrolla alteraciones metabdlicas que se pueden presentar de forma tardia
o temprana y que dejan su organismo vulnerable a infecciones, dichas alteraciones
pueden ser la reduccién en la sintesis de proteinas, elaboracion de metabolitos
anormales de aminoacidos, disminucién de la gluconeogénesis y menor secrecion de
sales biliares, ademas de la ineficiente degradacion de sustancias toxicas y de
desecho, todas estas afecciones hepaticas contribuyen al aumento de los niveles de
estrés oxidativo (EO) y lipoperoxidacién. La desnutricion energético proteica ha sido
asociada a higado graso y resistencia a la insulina, esta ultima es considerada como
el origen del sindrome metabdlico y diabetes tipo 2, incluyendo sus complicaciones
(Parra-Gamez et al., 2003; Szitanyi et al., 2003; Toussaint-Martinez y Garcia-Aranda,
2008).

. El corazéon

Es el organo principal del sistema circulatorio, irriga sangre a todos los tejidos del
cuerpo a través de los vasos sanguineos. La sangre circula por capilares, venas y
arterias, transportando nutrientes, oxigeno, diéxido de carbono y hormonas, ademas

recoge residuos y desechos para ser eliminados (Guyton, 1975).

El organismo de una mujer embarazada en condiciones de desnutricion puede
modificar el desarrollo del feto adaptandolo a sobrevivir en un ambiente en escases
de recursos, de ésta forma el peso corporal y el de su corazon se reduce, la fibra
muscular es mas pequefia y se atrofia, se disminuye el gasto cardiaco (cantidad de
sangre que es capaz de bombear el corazon en un tiempo determinado) y la fuerza
con la que expulsa la sangre hacia los tejidos, la circulacién se altera bloqueando el
paso de sangre por los vasos sanguineos, lo que impide el transporte de nutrientes y
ocasiona la acumulacion de toxicos en el torrente sanguineo y el cerebro (Touchette,
2001; Toussaint-Martinez y Garcia-Aranda, 2008).
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Las lesiones cardiacas dadas por desnutricion representan uno de los principales
factores que contribuyen al desarrollo y progreso de enfermedades cardiovasculares
(ECV) (Ribari¢, 2012). De acuerdo a la OMS (2012), las ECV son la principal causa
de defuncién en el mundo, siendo la poblacién de medianos y bajos ingresos los mas
afectados, como consecuencia de la desnutricion a la que estan expuestos. Se ha
documentado que las enfermedades de éste tipo relacionadas con desnutricion se

desarrollan desde el embarazo y entre ellas se encuentran:

o Cardiopatia coronaria: enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan el
musculo cardiaco (miocardio), estudios epidemioldgicos vinculan la talla baja y el
bajo peso al nacer como factor de riesgo de desarrollar esta enfermedad (OMS,
2012).

o Hipertensibn o hipotension: se han reportado como consecuencia de
desnutricion intrauterina (Langley-Evans, 1996 y 2001).

. El cerebro

El cerebro procesa la informacion sensorial (oido, gusto, tacto, vista, olfato), controla
y coordina las habilidades motoras (movimiento de musculos y esqueleto), las
funciones corticales superiores (inteligencia, aprendizaje, lenguaje, memoria,
conducta, razonamiento, suefos, sentimientos y emociones) y es responsable de
llevar a cabo funciones corporales homeostéticas (los latidos del corazén, la presion

sanguinea, el balance de fluidos y la temperatura corporal) (Morrison et al., 1970).

Las agresiones por desnutricion en el cerebro dependen del momento en que ésta se
presente, asi como de la duracién e intensidad. La desnutriciéon en la etapa prenatal y
en la infancia provocan los estragos mas lamentados por una sociedad, ya que
debido a la inmadurez funcional y metabdlica del nifio al momento del nacimiento, su
cerebro sufre un gran impacto en el crecimiento y maduracion, asi como en la
conduccion de estimulos nerviosos, ademas de presentar menor diametro craneal,
atrofia del cerebro y de las funciones cerebrales relacionadas con el desarrollo motor,
intelectual y aprendizaje. Si el nifio no recibe una adecuada ingesta de nutrientes y

estimulacion sensorial desde la etapa fetal se afecta en general el desarrollo
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neuronal y del sistema nervioso central (Leiva-Plaza et al., 2001; Ortiz-Andrellucchi et
al., 2006).

En resumen, durante el crecimiento del feto el organismo pasa por un llamado
periodo critico de crecimiento de tejidos con mayor division celular, el cual puede
verse afectado ante la restriccion nutricia y el organismo recibe dafios irreparables
(Szitanyi et al., 2003), ademas de inducir un incremento de la susceptibilidad fetal a
sufrir cambios morfolégicos y funcionales de las células beta del pancreas, en adicion
con una resistencia a la insulina, generando un evidente factor de riesgo para el
neonato en su vida adulta, asi como en su descendencia de padecer enfermedades
cronicas no trasmisibles (ECNT) tales como diabetes tipo 2, hipertensién, intolerancia
a la glucosa, sindrome metabdlico, desordenes en el metabolismo del colesterol,
obesidad entre otras. Es por ello que se sugiere que el deficiente aporte cal6rico y
proteico de la dieta durante el embarazo esta relacionada con el futuro estado de
salud del individuo (Parra-Gamez et al., 2003; Szitanyi et al., 2003; Joanette et al.,
2004; Laborie et al., 2011).

2.3 Marcador biolégico de desnutricion

El grado de desnutricion de un individuo puede ser determinado mediante la
evaluacion de la albumina en suero, ésta es una proteina formada por 610
aminoacidos organizados en una cadena polipeptidica simple, doblada sobre si

misma en varias capas y con peso molecular de 66.248 kDa (figura 1).

La albumina sanguinea representa la mayor fraccion proteica del plasma, es
aproximadamente el 60% del total de proteinas séricas. En un recién nacido los
valores normales de esta proteina en suero sanguineo oscilan entre los 2.9 y 5.5
g/dL (Traber, 1992; Mora, 2002; Garrido et al., 2006), mientras en una rata el rango
de normalidad se considera alrededor de los 3.4 g/dL (Gonzalez-Mendoza y Vicuia-
Fernandez, 2003).

El sitio de sintesis de la albimina es el higado, a una tasa de 12 gramos/dia, es una
proteina muy estable de caracter acido y muy soluble que carece de carbohidratos.
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La albumina tiene varias funciones esenciales en el organismo, contribuye en un
80% a mantener la presion osmética, la cual proporciona la fuerza para mantener los
fluidos en el interior vascular; otra funcidbn es el transporte de nutrientes
(aminoacidos, acidos grasos) y mensajeros en células (bilirrubinas, enzimas y

hormonas) y proteger el medio interno de sustancias toxicas.

Dominio 1B

Dominio HlIB

Sitio |

Dominio lIA .\ /
e

Figura 1. Molécula de albumina, presenta diferentes sitios de union para moléculas
activas, por medio de los cuales lleva a cabo la funcién de transporte de nutrientes y

medicamentos (Modificado de Banerjee et al., 2012).

El examen de albumina sanguinea mide la concentracién de esta proteina en suero
(la porcion liquida y transparente de la sangre), la hipoalbuminemia es una situacién
frecuente en la practica clinica y puede ser causada por la reduccion en la absorcion
de aminoacidos como resultado de la desnutricion (Traber, 1992; Mora, 2002;
Garrido et al.,, 2006). Este examen para determinar hipoalbuminemia ha sido
reconocido como una medida valida para evaluar desnutricion cuando se descarta

sindrome nefrético o enfermedad hepatica (Dusingize et al., 2012).
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2.4  Estrés oxidativo y su efecto sobre las biomoléculas

Se entiende por EO como la exposicion de un ser vivo al desequilibrio entre
sustancias pro-oxidantes y mecanismos AO, este desequilibrio tiene lugar ya sea por
un déficit de defensas AO o un incremento en la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ERO). Estas ultimas son moléculas radicales y no radicales generadas
durante el metabolismo celular del oxigeno, principalmente en la mitocondria
(Venereo-Gutiérrez, 2002; Dalle-Donne et al., 2003b; Moldovan et al., 2006;
Andreazza et al., 2009).

De manera habitual el oxigeno se encuentra en su forma mas estable (O2), y es poco
reactivo con una velocidad de reaccion a temperatura fisiolégica baja (<35°C), es un
elemento imprescindible para el metabolismo de nutrientes y funcién del organismo.
En la mitocondria de las células durante la fosforilacion oxidativa se metaboliza la
mayor parte del oxigeno con la formacion de agua, mientras que un pequefio
porcentaje forma las ERO, que son considerados intermediarios altamente toxicos
(Avello y Suwualsky, 2006), pero que juegan un importante papel en procesos
celulares tan fundamentales como la proliferacion (Burdon, 1996), la sefializacion

intracelular (Finkel, 2001), y la expresion de genes (Brandes, 2003).
Las principales ERO o sustancias pro-oxidantes son:

o Radicales primarios: directamente derivados del oxigeno, se caracterizan por
tener una vida media muy corta, por lo que deben reaccionar enseguida de formarse,
y son: el anién superdxido (O?), el éxido nitrico (NO) y el mas reactivo el radical
hidroxilo (HO:).

o Radicales secundarios: derivados de la reaccion de 2 primarios entre si o de
los primarios con otras moléculas organicas (lipidos, sacaridos o proteinas). Poseen
una vida media un tanto mas larga que los primarios, por lo cual son mucho mas

estables. Son el radical peroxilo (ROQO¢) y alkoxilo (RO¢).
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o Intermediarios estables relacionados con ERO: Son especies quimicas
generadoras de RL o que resultan de la reduccion o metabolismo de ellos, entre
estos intermediarios se consideran: el oxigeno singlete (*Oz2), el &cido hipocloroso, el
peroxinitrito, hidroperdxidos orgénicos y el peroxido de hidrogeno (H202) (Roche-
Collado y Romero-Alvira, 1994; Venereo-Gutiérrez, 2002).

Como ya se menciond las ERO son agentes oxidantes y/o son facilmente convertidos
en RL (atomos o grupos de atomos que tienen un electron desapareado o libre), por
lo que son muy reactivos, tienden a captar un electron de moléculas estables para
alcanzar la estabilidad bioquimica propia, transformando o inhabilitando de esta
forma a la molécula que le cedio el electron. A éste proceso de pérdida de electrones
se le conoce como oxidacién (Rodriguez-Perén, 2001; Duarte-Diaz et al., 2003;
Halliwell, 2006).

Los RL se pueden generar a nivel extracelular e intracelular:

o RL que proceden del interior: tienen la funcion fisiolégica de participar en la
defensa frente a infecciones, desactivando y eliminando bacterias, hongos, parasitos
y antigenos; en condiciones normales estos radicales no dafian a las células

mientras la defensa AO de éstas funcionen correctamente.

o RL que proceden del exterior: se generan por el metabolismo de ciertas
sustancias, por radiaciones, contaminacion, shock térmico, por el humo de cigarros,
realizar ejercicio extenuante, llevar una dieta hipercal6rica o una dieta insuficiente en

AO, entre otros.

Cuando el aumento del contenido intracelular de RL sobrepasa la defensa AO de la
célula, se produce el EO, que conduce a una respuesta inflamatoria, que puede
dafar todos los tipos de biomoléculas celulares: DNA, lipidos y proteinas (Delgado-
Olivares et al., 2010; Dimitrova-Shumkovska et al., 2010; Griffiths et al., 2010).
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. Oxidacion ADN

El acido desoxirribonucleico (ADN) es el material genético de todos los organismos
celulares, esta constituido por dos cadenas de nucleétidos, se encuentra en el nacleo
de la célula (en los eucariotas) y contiene la informacion necesaria para dirigir la
sintesis de proteinas y la replicacion (Berg et al., 2008). Cualquier dafio por
inactivacion o pérdida de algunos genes supresores de tumores, pueden conducir a
la produccién de bases modificadas, lo que tiene serias consecuencias en el
desarrollo de mutaciones y carcinogénesis, o la pérdida de expresion o sintesis de

una proteina por dafio a un gen especifico (Rodriguez-Peroén et al., 2001).
o Oxidacién de Lipidos

Los lipidos estan formados por unidades estructurales mas pequefias llamadas
acidos grasos, muchos de ellos se sintetizan en nuestro organismo, pero existen
otros que denominados esenciales (AGEs) que el organismo no puede sintetizar, por
lo que deben obtenerse por medio de la dieta; su funcion es fundamentalmente la
formacion de membranas celular y energética. Estos son la reserva de combustible

mas importante del cuerpo (Kew et al., 2004).

El dafio en lipidos se conoce como peroxidacion lipidica, que afecta estructuras ricas
en acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), componentes esenciales de la membrana
celular. Al haber oxidacién de éstos, se afecta la permeabilidad de la membrana
produciéndose edema y muerte celular (Venereo-Gutiérrez, 2002; Tsaluchidu et al.,
2008).

. Oxidacion de Proteinas

Las proteinas son el componente basico de todas las células vivas. Representan las
tres cuartas partes del peso seco de la mayoria de las células del organismo. Las
proteinas intervienen en la formacion de hormonas, enzimas, anticuerpos,
neurotransmisores, transportadores de nutrientes y otras sustancias esenciales para

la vida. Su funcién en primer lugar es estructural y en dltimo lugar energética. Son
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moléculas de enorme tamafio formadas por la union de moléculas mas sencillas
llamadas aminoacidos (aa) (Buttriss, 2000). La degradacién de proteinas es un
proceso metabdlico basico en la célula viva, que consiste en la fragmentacion de la
proteina en sus unidades basicas los aa y formacion de grupos carbonilo en residuos
de aa. (Roche-Collado y Romero-Alvira, 1994; Tamarit et al., 1998).

Aunqgue la investigacion de biomoléculas se habia centrado principalmente en DNA y
lipidos, en los ultimos afos diversos estudios han mostrado la importancia de la
oxidacion de proteinas en procesos celulares como envejecimiento y ciertas
patologias, es por ello que resulta importante profundizar acerca de la oxidacion
proteica y su papel en el desarrollo de diversas enfermedades (Berlett y Stadtman,
1997; Dalle-Donne et al., 2003b; Dalle-Donne et al., 2006; Tomic et al., 2012).

2.5 Carbonilacién de proteinas

En general cualquier factor que ocasione EO puede causar oxidacién proteica, por
ejemplo la disminucién en la eficiencia de los sistemas AO de defensa, el aumento
en la produccion de ERO, disminucion en la capacidad de reciclar las proteinas
oxidadas o un aumento en la susceptibilidad de las proteinas por ser oxidadas.
Aungue en ocasiones esta oxidacion constituye una forma de activar o desactivar
proteinas que tienen una funcidon en la regulacién redox (Glutationilacién y S-
nitrosilacion). La oxidacion de las proteinas puede causar una modificacién de su

estructura o actividad, y puede ser clasificada en:

o Reversible: donde los mecanismos de reparacion pueden revertir el dafio.

o Irreversible: donde no existen mecanismo de reparacion. El dafio ocasionado
por la reaccion de proteinas con ERO, algunos de los cuales son RL generados por
radiacion ionizante o por oxidacion catalizada por un metal (OCM). Este tipo de dafio
se produce por 4 mecanismos: carbonilacion, nitracion, formacion de enlaces
proteina-proteina y ruptura de enlaces peptidico (Diaz-Acosta y Membrillo-
Hernandez, 2006).

14



Area Académica de Nutricién
UAEH-ICSa

La carbonilacién es un indicador de oxidacion no especifico, analiticamente es el
mas factible de medicion pues ocurre con mayor frecuencia en varios ordenes de
magnitud comparado con otros marcadores de oxidacion. Ademas de que la
carbonilacion representa un marcador de oxidacion proteica mas severo y estable
(Beal, 2002; Tomic et al., 2012).

La carbonilacion resulta en la formacion de grupos carbonilo (aldehido y cetona) en
algunos residuos de aminoécidos (Rajesh et al., 2004), principalmente en prolina,
arginina, lisina y treonina (Dalle-Donne et al., 2003a; Nystrom, 2006). La introduccién
o formacion de estos grupos carbonilo dentro de una proteina puede ser resultado de
una variedad de reacciones de oxidacion, pero la OCM parece ser la principal causa,
la cual se produce por la reaccion de Fenton, en ella el intermediario peréxido de
hidrogeno (H20:2) reacciona en presencia de metales de transicion tales como hierro
(Fe*?) y cobre (Cu*?), produciendo al radical hidroxilo (HO-), responsable de las
oxidaciones de aminoacidos en las proteinas, etapa previa a su degradacién in vivo
(Rajesh et al., 2004; Diaz-Acosta y Membrillo-Hernandez, 2006; Dowling et al.,
2006).

Mientras que las proteinas moderadamente carboniladas son degradadas por el
proteasoma, las proteinas fuertemente carboniladas tienden a formar agregados de
alto peso molecular, que son resistentes a la degradacién y se acumulan como
proteinas dafladas o desplegadas. Tales agregados pueden inhibir la actividad del
proteasoma y acumularse en los tejidos, esto dltimo se encuentra directamente
asociado con el envejecimiento y condiciones patoldgicas (Dalle-Donne et al., 2006;

Diaz-Acosta y Membrillo-Hernandez, 2006).

El aumento gradual en la formacion de grupos carbonilo en las proteinas es un
proceso que ocurre en los seres vivos como parte natural del envejecimiento, pues
las células mas jovenes parecen ser menos susceptibles de carbonilacion. El
envejecimiento comprende un fendmeno que afecta a los 6rganos y los sistemas y
resulta en un aumento de la vulnerabilidad de padecer enfermedades. Sin embargo,

los niveles elevados de grupos carbonilo de las proteinas incluso en la juventud ha
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sido asociado a diversas enfermedades neurodegenerativas, entre ellas Alzheimer,
Parkinson, diabetes, artritis reumatoide, distrofia muscular, cataractogénesis, tumor
renal, uremia, displasia broncopulmonar y esclerosis lateral amilotrépica entre otras
(Berlett y Stadtman, 1997; Dalle-Donne et al., 2003b; Rajesh et al., 2004; Nystrom,
2006; Mendoza-Nuriez et al., 2009)

La determinacion de proteinas carboniladas puede servir como un biomarcador para
monitorear la magnitud del dafio por EO, ya que las proteinas dafiadas pueden ser
detectadas mediante técnicas de inmunodeteccion aprovechando el hecho de que
los grupos carbonilo generados pueden reaccionar con 2,4-dinitrofenilhidrazona y
este grupo puede ser reconocido por el anticuerpo anti-2,4-dinitrofenol (Tamarit et al.,
1998; Dowling et al., 2006).

En la figura 2 se presenta la formacién de semialdehido glutdmico a partir de un
residuo de arginina como consecuencia de un OCM. Para la deteccién del grupo
carbonil, en este caso semialdehido glutamico se derivatiza con 24-
dinitrofenilhifrazina. El grupo resultante, 2,4-dinitrofenilhidrazona puede ser detectado

por anticuerpos monoclonales y policlonales.

La etiologia y riesgo de desarrollar alguna enfermedad se encuentra en la excesiva y
descontrolada produccién de RL en los distintos tejidos y oOrganos, causada
precisamente por la deficiencia de AO enddgenos y el consumo de los nutrientes
fundamentales para que el organismo realice sus funciones biologicas vitales (Dalle-
Donne et al., 2003b; Tarry-Adkins et al., 2008).

El estado nutricio influye en la produccion de EO y tiene repercusiones en la salud
durante el desarrollo de diversas enfermedades y el envejecimiento. En términos de
influencia ejercida por el estado nutricio, se ha demostrado que la deficiencia de
algunos macronutrientes (proteinas) y micronutrientes (selenio, zinc, cobre,
magnesio, asi como vitaminas A, C y E) afectan significativamente el sistema

antioxidante (AO) y por consiguiente favorecen el EO (Mendoza-Nuriiez et al., 2009).
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Figura 2. Carbonilacion y derivatizacion de una proteina de aminoacido de cadena
lateral (Modificado de Nystrém, 2006).

2.6 Defensa antioxidante

La vida en presencia del oxigeno molecular exige contar con una elevada defensa
contra las ERO que cumpla con dos funciones basicas, impedir la formacién de RL
y/o neutralizarlos una vez que han sido formados (Figura 3). Este sistema de defensa
esta integrado por AO, que son un grupo de moléculas que al estar presentes en
concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable, retrasan o previenen

significativamente la oxidacion.

Los AO neutralizan la accién oxidante de los RL y otras ERO mediante la liberacion

de electrones en un determinado microambiente (membrana plasmatica, citosol,
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nuacleo, liquido extracelular), los AO se transforman en un RL débil no téxico que en
algunos casos puede regenerarse a su forma primitiva por la accion de otros AO, de
esta manera sacrifican su propia integridad molecular para evitar alteraciones de
moléculas como lipidos, proteinas y ADN (Rodriguez-Perdn et al.,, 2001; Venereo-
Gutiérrez, 2002; Avello y Suwualsky, 2006).

0z

sS0D
H20s2 I
Fe®t
*% --------------------- Laﬂtﬂferﬂﬂa
Fe3*
oH I -SNV‘? > LIPOPEROXIDACION
Vitamina E

Figura 3. AO enddgenos y exdgenos. Son mecanismos de defensa contra los dafios
producidos por las ERO (Tomado de Castillo et al., 2001).

o Antioxidantes Endégenos

Son producidos por el organismo y forman parte del mecanismo AO de defensa.

Entre las principales enzimas AO se encuentran:

o La superoxido dismutasa (SOD): se encuentra en el citosol, en el espacio
inter-membranoso mitocondrial y en la matriz mitocondrial, cuyo peso molecular se
encuentra en el rango de 31-32 kDa, formada por un grupo de enzimas metaloides

Zn-SOD, Cu-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD; contienen zinc, cobre, manganeso y hierro
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respectivamente. Esta enzima se especializa en captar el radical anion superéxido
(O%*) y descomponerlo en productos inofensivos (oxigeno molecular y H2032)
(Garcia-Triana et al., 1995).

M+ — SOD + O > M™ - SOD + O2
M™ — SOD + Oz + 2H* > M(™D* = SOD + H202

Donde M =es el mineral Zn, Cu, Mn, Fe

o La catalasa (CAT): es una de las enzimas mas abundantes y de amplia
distribucion en el organismo humano, se localiza a nivel celular en mitocondrias,
peroxisomas Yy citosol, su peso molecular se encuentra en el rango de 210-280
kDa. Se encarga de neutralizar grandes cantidades de peréxido de hidrogeno
(H202), por lo que se esperaria que tuviese efecto protector sobre las proteinas
frente a la OCM, sin embargo se ha reportado que ante la excesiva formacion de
H202 (intermediario ERO), como en el EO se inhibe su actividad (Céspedes-
Miranda et al., 1996). Se ha reportado que la desnutricién intrauterina modifica la
actividad enzimética de la CAT en en el cordon umbilical, placenta, corazon,
rifones y suero sanguineo (Biri et al., 2006; Thompson y Al-Hasan, 2012).

H202 + H202 - 2H20 + O:2
Donde H202= peroxido de hidrégeno

o La glutation-peroxidasa (GPx): se puede localizar en la mitocondria y el
citosol de la célula hepética, su peso molecular oscila entre los 22-25 kDa,
cataliza la reduccion de peroxido de hidrégeno (H2032) a lipoperoxido (L-OOH) usa
como agente reductor al glutation reducido (Cisneros-Prego et al., 1997).

2GSH+ H202 > Glutatién oxidado + 2H20
Donde GSH= glutation reducido

o Antioxidantes Exdgenos

Se trata de moléculas no sintetizadas por el propio organismo sino que son

aportados por la dieta, que actian como moléculas de defensa, ya que se oxidan al
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neutralizar al radical libre. Se encuentran principalmente en frutas y verduras, estos
AO incluyen vitaminas (E, C y carotenoides) y minerales (zinc, cobre, magnesio y
selenio). El radical hidroxilo puede ser neutralizado por la vitamina E o a-tocoferol,
gue es un AO efectivo y que por su hidrofobicidad se encuentra en las membranas
biolégicas donde su proteccion es particularmente importante. También la vitamina C
0 acido ascorbico es un agente reductor o donador de electrones y reacciona
rapidamente con el radical OHe (Céspedes-Cabrera y Sanchez-Serrano, 2000;

Venereo-Gutiérrez, 2002; Avello y Suwualsky, 2006).

La desnutricién puede tener una influencia en la funcion enzimética, provocando una
deficiente eliminacion de radicales libres (RL), programando negativamente la
defensa AO de oOrganos Yy tejidos y dando como resultado el desarrollo de alguna
patologia causada por EO en edad prematura, pero que tendra repercusiones en
toda su vida (Szitanyi et al., 2003; Mendoza-Nufiez et al., 2009).

2.7 Relacion de estrés oxidativo con la desnutricién en neonatos

Durante el periodo intrauterino el feto obtiene los nutrientes requeridos en una forma
inmediatamente utilizable a través de la placenta, debido a este mecanismo el feto no
tiene que metabolizar alimentos ni tampoco requiere de un sistema excretor. Sin
embargo al nacer el nifio debe cubrir sus requerimientos nutrimentales por medio de
la alimentacién con leche materna, los nutrientes ingeridos en la leche son
metabolizados en el tubo digestivo y transportados por la sangre en forma de
moléculas mas sencillas a las células del cuerpo, ahi liberan energia por medio de
reacciones quimicas que tienen lugar principalmente en la mitocondria (catabolismo)
en presencia de oxigeno, parte de la energia se utiliza para la propia actividad celular
y otra parte se disipa en forma de calor. El catabolismo de estos nutrientes también
produce desechos como agua, dioxido de carbono, acido uUrico y ERO que son
excretadas del organismo. Las células utilizan una parte de la energia liberada para
la sintesis de nuevas moléculas (anabolismo) tales como ADN y proteinas, a partir de
aminoacidos que se utilizan para el crecimiento y renovacién de células muertas
(Belart-Rodriguez, 2007).
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La leche materna es el Unico alimento capaz de satisfacer todos los requerimientos
nutricios durante los primeros 6 meses de vida, sSin requerir otros alimentos
agregados, aporta los AO necesarios que intervienen en varios procesos
metabdlicos, fundamentalmente bloqueando el efecto dafino de los RL que se
generan en determinadas situaciones. El recién nacido sano al ser agredido por un
agente infectante, hace uso de sus mecanismos defensivos (aparato inmunoldgico),
pero en condiciones de desnutricion uno de los pardmetros mas severamente
afectados es la respuesta inmune debido a la falta de vitaminas y minerales
(Schlesinger y Stekel, 1973; Castellanos-Puerto, 2008).

El deficiente aporte de nutrientes puede comprometer la salud del organismo, pues
cuando el anabolismo es superior que el catabolismo se dafia de forma progresiva la

funcién celular:

o Afecta el depdsito de energia de reserva.

o Pérdida de masa corporal.

o Dafio en la reproduccion y el crecimiento celular.

o Disminuye el metabolismo energético.

o Incapacidad de eliminacion de sustancias de desecho.

o Ineficiencia de respuesta al EO.

o Deficiencia en el sistema de reparacion (hormonas, enzimas, proteinas) y
células del sistema inmune.

o Discapacidad de los mecanismos de comunicacion y de regulaciéon intra e
intercelular.

o Problemas en la generacion de temperatura.

Al afectarse negativamente los sistemas endogenos de reparacion celular y
eliminacion de desechos se produce una toxicidad, y asi se genera un desequilibrio
entre la produccion de ERO y la capacidad del organismo de eliminarlas, esto
produce un dafio devastador y destructor de las células. De no corregirse la
desnutriciéon puede llevar a la destruccion total del individuo (Good et al., 1982;
Calzada-Leon, 1998).
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En la desnutricion, la disminuciéon de los niveles de AO enddgenos inhibe la
eliminacion de RL e incrementa la produccion natural de los mismos en el organismo,
lo que contribuye a un dafio en las diferentes biomoléculas (acidos nucleicos,
proteinas, lipidos y carbohidratos y subsecuente disfuncion de los distintos 6rganos y
tejidos (figura 4) (Venereo-Gutiérrez, 2002; Dalle-Donne et al., 2003b).

Niveles altos de EROs Disminucion de las enzimas Deplecion de antioxidantes
de defensa antioxidante

y r r
Estrés Oxidativo

I :

Adaptacion por la alta regulacion del sistema de Dano oxidativo de ADN, carbohidratos, lipidos y
defensa proteinas

I ! 11 I

Proteccion completa )
contra el dafio Niveles altos de Tejido Lesionado
EROs
I 1 .
Neutralizacion del Sin proteccion Muerte celular por
estrés oxidativo contra el dafio necrosis o apotosis
No enfermedad T
Enfermedad

Figura 4. Origenes y papel del EO en el desarrollo de las enfermedades (Modificado
de Dalle-Donne et al., 2003b).

La disfuncion mitocondrial, el aumento constante de EO y la modificacién oxidativa
de enzimas y proteinas se producen en una etapa temprana en todas las
enfermedades neurodegenerativas mas importantes, y existen reportes de que esta
disfuncion tiene un importante papel en la etiologia y progreso en la patogénesis de

las mismas (ver tabla 1) (Lee et al., 2012).
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Tabla 1. Enfermedades humanas relacionadas a EO
Enfermedad Relacién con EO
Diabetes Se han detectado niveles elevados de proteinas

carboniladas en pacientes con diabetes, los
cuales pueden resultar en hiperglicemia, uremia
y ateroesclerosis.

Enfermedad pulmonar cronica  Se ha reportado que infantes con bajo peso al
nacer corren un elevado riesgo de desarrollar
displasia bronqueo-pulmonar. Disminuye la
habilidad AO en pulmones.

Insuficiencia renal cronica Los RL producen la activacion de la enzima
xantina-oxidasa y de los  neutrdfilos,
mecanismos importantes del dafio renal por
isquemia/reperfusion.

Hipertension Se ha encontrado aumento de la peroxidacion
de lipidos, tanto en plasma como en las
membranas celulares, asi como aumento de
lipidos y una disminucién de la capacidad AO.

Ateroesclerosis En determinadas condiciones oxidativas las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) se
fragmentan y se alteran determinados residuos
de aa. Estas LDL oxidadas estimulan Ila
proliferacion de células musculares lisas de la
vasculatura, iniciando o extendiendo la lesion
ateroesclerotica.

Céancer de Pulmén Los RL estimulan el crecimiento de las células
musculares lisas, lo que sugiere un papel del
estrés oxidativo en la neovascularizacion

tumoral o angiogénesis.

Tomado de Elejalde-Guerra, 2001; Dalle-Donne et al., 2003b
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3 PROBLEMA DE INVESTIGACION

La desnutriciobn es un estado patoldgico resultado de la deficiente incorporacion de
nutrientes al organismo, su importancia esta en funcion de la duracion y de la
condicion fisiolégica en la que se presente, generalmente tiene su origen desde la
etapa fetal pero las consecuencias son irreversibles para el resto de la vida del sujeto
(Calzada-Le6n, 1998; Parra-Gamez et al., 2003). Las consecuencias de la
inadecuada nutricibn materna han sido estudiadas previamente a través de la
manipulacion de animales de laboratorio, y reportaron efectos como el retardo en el
crecimiento intrauterino, bajo peso al nacer y prematurez, estas condiciones se
asocian a un riesgo elevado de mortalidad, discapacidad por dafio neuroldgico,
deterioro del sistema cardiovascular (Langley-Evans, 1996 y 2001; Lizarraga-
Mollinedo et al., 2012). En México la prevalencia de bajo peso al nacer es alrededor
del 7% y esta relacionado con el 60% de las muertes infantiles (UNICEF, 2012), los
bebés con bajo peso al nacer tienen mayor probabilidad de desarrollar problemas de
aprendizaje y déficit de atencién, coordinacion muscular y del lenguaje, disminucién
de capacidad cognitiva y bajo rendimiento escolar; esto tan solo en los primeros afos
de vida, sin embargo a largo plazo tienen menos oportunidades de terminar una
carrera profesional o de encontrar un buen trabajo, lo que limitaria el crecimiento y
desarrollo de nuestro pais (UNICEF, 2009). Adicionalmente, la desnutricion ha sido
vinculada con la disminucion de la respuesta AO, lo cual deja el organismo
vulnerable a la acumulacién de EO y como consecuencia al desarrollo en la edad
adulta de alguna ECNT como Alzheimer, Parkinson, ECV, entre otras (Mendoza-
Nufiez y Sanchez-Rodriguez, 2009), que en la actualidad representan uno de los
grandes retos a vencer por el sector salud, debido a su creciente contribucion a la
mortalidad en general y por la complejidad y costo de su tratamiento. Es por todo lo
anterior que la presente investigacion se enfoc6 en analizar la influencia de la
desnutricion intrauterina en ratas neonatas Wistar sobre el incremento de EO, a
través de la determinacidon de proteinas carboniladas en 6rganos como higado,

corazon y cerebro.
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4 JUSTIFICACION

En la actualidad las investigaciones realizadas alrededor del incremento de EO y
desarrollo de ECNT son mas frecuentemente asociadas a sobrepeso y obesidad
(Bondia-Pons et al., 2012), por lo que la informacién que relaciona desnutricion y
dafio por EO es deficiente para entender la magnitud del problema. La presente
investigacion es una de las primeras en analizar a través de un modelo con ratas
Wistar el efecto de la desnutricién intrauterina en la carbonilacion de proteinas de
distintos 6rganos que constituyen importantes tejidos durante el desarrollo del feto
(Godfrey y Barker, 2000), ademas de ser de las Unicas en apegarse a un modelo
real, pues los neonatos en estudio constituyen una segunda generacion de
desnutricion, esto el panorama que se vive en México, la desnutricion viene desde
generaciones anteriores y afecta a ambos padres durante la gestacion y en la etapa
posnatal. EI conocimiento generado ayudara a comprender la gravedad del dafio
producido en los nifios por desnutricion materna, contribuira a detectar si el dafio
oxidativo es selectivo por género, asi como las tendencias a desarrollar patologias
relacionadas con la oxidacién de un 6rgano en especifico. La desnutricion y las
consecuencias que trae consigo se pueden prevenir si se logra la ensefianza basica
del tema para que la poblacién sea capaz de llevar una correcta alimentacion aunada
a un estilo de vida saludable, iniciando desde las primeras etapas de la vida
(embarazo, lactancia, ablactacion), lo cual constituye una herramienta para reducir la
mortalidad infantil (Ortiz-Andrellucchi et al., 2006).
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5 OBJETIVO GENERAL

Determinar cambios en los niveles de proteinas carboniladas en higado, corazén y
cerebro de ratas Wistar neonatas producto de dos generaciones inmediatas

anteriores sometidas a desnutricion.
Objetivos especificos

o Administrar una dieta baja en aporte de nutrientes a las ratas parentales (P) y
posteriormente a sus crias (F1) para inducirles desnutricién y monitorear su ganancia
de peso.

o Obtener ratas Wistar neonatas (F2) y subdividirlas por género para determinar
los parametros peso, talla, albumina en suero y peso de sus o6rganos higado,
corazén y cerebro.

o Extraer 6rganos (higado, corazén y cerebro) de ratas Wistar neonatas para su
andlisis electroforético, inmunodeteccion de proteinas carboniladas y determinacion

de la actividad de la catalasa.
6 HIPOTESIS

La ingesta generacional de una dieta baja en aporte de nutrientes ocasiona dafios
por desnutricion en las ratas Wistar (F2) desde su nacimiento (neonatos), que se
refleja en el aumento de proteinas carboniladas en 6rganos como higado, corazén y

cerebro, independientemente de su género.
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7 MATERIAL Y METODOS

La metodologia de la presente investigacion se encuentra resumida en la figura 5,
donde se puede observar de manera cronoldgica el procedimiento de trabajo que va
desde la obtencion del grupo de estudio (neonatos desnutridos), la extraccion de
organos y preparacion de extractos a partir de un buffer TES (Tris, EDTA, SDS), la
cuantificacion de proteinas en los extractos (por medio de lecturas de absorbancia
espectrofotométrica), que fueron empleados para determinar la actividad de la
enzima catalasa y para hacer una electroforesis desnaturalizante en SDS-PAGE, con
la posterior electrotransferencia de proteinas en una membrana PVDF (Di-fluoruro de
polivinilideno) y andlisis de inmunodeteccién de grupos carbonilo. Para finalmente

analizar los resultados obtenidos.

7.1 Animales y dietas

Se trabaj6 con 2 grupos de ratas neonatas Wistar (F2, nietas), que incluian hembras
y machos. El primer grupo se mantuvo en condiciones estandar de alimentacion
[dieta control (C)], mientras el segundo grupo de neonatos fue expuesto a
desnutricion intrauterina, pues sus padres (F1) y abuelos (parentales) fueron
sometidos a una dieta baja en aporte de nutrientes (BN), a partir de las 4 semanas
de edad y hasta el momento del sacrificio (66 semanas). Adicionalmente se realiz6 el

analisis de los 6rganos de las ratas adultas parentales (abuelas).

Los animales se mantuvieron en jaulas a temperatura y ciclos de luz controlados (12
horas luz y 12 horas oscuridad), ademas se aseguré la provision diaria de agua ad
libitum de cada lote de ratas. La dieta basal empleada para alimentar los
especimenes, fue la proporcionada por el bioterio del Instituto de Ciencias de la
Salud de la UAEH, la cual lleva los ingredientes en la formulacién que a continuacion
se describen y es vendida comercialmente como "Alimento Teklad Global para
Roedores 18", a partir de la cual se formularon las dietas a utilizar en la presente

investigacion (Tabla 2).
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Figura 5. Secuencia experimental
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Tabla 2. Distribucién de las dietas formuladas

Nutrientes por 100g de Dietas empleadas
alimento Control (C) Baja en aporte (BN)
Fibra (g) 18.2 214
Energia (Kcal) 310 279
Hidratos de carbono (g) 44.2 39.8
Proteinas (Q) 18.6 16.7
Grasas Totales (g) 6.2 5.6
Ceniza (Q) 5.3 4.7
Otros (g) 7.5 6.7

Tabla 3. Consumo de alimento/rata/dia

Dietas empleadas

Control (C) Baja en aporte (BN)

Consumo (g) 30 10
Fibra (g) 5.5 2.1
Energia (Kcal) 93 28
Hidratos de carbono (g) 13.3 4

Proteinas (g) 5.6 1.7
Grasas Totales (Q) 1.9 0.6
Ceniza (g) 1.6 0.5
Otros (g) 2.2 0.7

7.2  Sacrificio, extraccion de 6rganos y muestra de sangre

Se registro el peso y talla de los neonatos y se procedio al sacrificio dentro de las
primeras horas después del nacimiento por medio de decapitacion. En el caso de las
ratas generacion parental también se llevo registré del peso y fueron sacrificadas a
las 66 semanas de edad por medio de la camara de CO2. En ambos casos (heonatos
F2 y ratas Wistar parentales) se extrajo completamente el higado, el corazén y el
cerebro empleando pinzas de diseccion, tijeras rectas y bisturi. Posterior a la

extraccion se registro el peso de cada 6rgano (mg). También se tomd una muestra
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de sangre la cual se centrifugé a 12,000 rpm durante 30 minutos a 4 °C para
recuperar el suero. Los 6rganos y el suero inmediatamente después de ser extraidos
fueron congelados a -86 °C, hasta su utilizacion para la posterior preparacion de

extractos.
7.3 Cuantificacion de albimina

Para la medicién de albumina se utilizaron 0.01 mL de suero de sangre mezclados
con 1 mL de solucion de verde de bromocresol (0.188 mg/mL) disueltos en buffer de
succinato a un pH de 4.2 + 0.05, se determiné la absorbancia a 550 nm en cubetas
de plastico de 1 cm a través de un espectrofotometro (UV-Visible Spectrophotometric
Shimadzu® UV-1601). La reaccién fue estable durante 30 minutos. Como estandar se
emplearon 0.01 mL de albimina de suero bovino (BSA Sigma-Aldrich Chemical CO.
Missouri. U.S.A), disuelta en agua (60 mg/mL) necesarios para el calculo de
resultados, que por medio de una ecuacion correlaciona absorbancia de la muestra

con la absorbancia del estandar.

Albtimina (g/dL) Absorbancia de la muestra X  Concentracién de

- Absorbancia del estandar estandar

7.4  Preparacion de los extractos proteicos

Cada 6rgano fue triturado por medio de tijeras rectas y bisturi, se coloc6 en tubos de
1.5 mL, se agreg6 buffer TES (500 mM Tris-HCI pH 6.8, 10 mM EDTA, 5% SDS) en
una relacion 200 mg de 6rgano por 0.5 mL de buffer; el tejido se homogeneiz6 por
medio de un sonicador Transsonic 460 EIma®, dando 4 pulsos (de 20 segundos) con
un descanso intermedio (de 20 segundos) entre cada pulso y posteriormente se
centrifugd 30 minutos a 12,000 rpm a 4 °C, para bajar el debris celular, y recuperar el
sobrenadante, al cual se le agregé fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) a una
concentracion final de 10 mM, posteriormente se conservd en congelacién (-36 °C)

hasta la cuantificacion de proteinas.
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7.5 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford (1976). Se
tomaron 2 pl de la muestra y se llevaron a un volumen de 10 pl con agua destilada,
se adicionaron 200 pL del reactivo de Bradford (Bio-rad®). Se determiné la
absorbancia a 595 nm por medio de un lector de micoplaca Vis-UV de la marca
Biotek® Power Wave XS. La reaccion fue estable durante 1 h. Como referencia se
utilizaron concentraciones conocidas de albumina de suero bovino (BSA) a una

concentracion de 1 mg/mL (Sigma-Aldrich Chemical CO. Missouri. U.S.A.).
7.6 Preparacion de las muestras para el SDS-PAGE (gel 1)

Se transfirieron 20 ug de proteina de cada muestra en tubos de 1.5 mL y se agreg6
Buffer 2X de tratamiento (Tris 0.125 M, HCI pH 6.8, SDS 4%, glicerol 20%, 2-
mercaptoetanol 10%, Azul de bromofenol 0.02%) como marcador de corrimiento,
después se sumergieron los tubos en agua a punto de ebullicién durante 5 minutos.

Posteriormente se mantuvieron en hielo, hasta su uso.

7.7 Electroforesis desnaturalizante de proteinas en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE).

Las muestras de proteina (20 pg) fueron analizadas en geles de poliacrilamida
(acrilamida, 30% Tris, 2.7% bisacrilamida) a la concentracion que se indica en cada
experimento siguiendo el protocolo descrito por Laemmli (1970). Los geles se
corrieron a 100 V. Se utilizaron marcadores preteiiidos de amplio rango de peso

molecular.
7.8 Tincién con azul de Coomassie.

El gel 1 se tifio con una solucién azul de Coomassie (0.125% R-250, 50% metanol y
10% &acido acético) durante 30 min y se destiiio con la solucién destefidora (7%
acido acético y 5% metanol) durante toda la noche.
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7.9 Derivatizacion de Proteinas (gel 2)

Para el andlisis de carbonilacién de proteinas se transfirieron 20 pg de proteina de
cada muestra en tubos de 1.5 mL. Se desnaturalizd6 cada muestra con una alicuota
de SDS 12% para una concentracion final de 6%. Se derivatiz6 agregando 1X DNPH
(2,4 Dinitro-fenil-hidrazona), solucién neutralizadora y 2-mercaptoetanol (0.74 M
concentracion final), de acuerdo a lo descrito en el manual OxyBlot™ Oxidized

Protein Detection Kit.
7.10 Electrotransferencia de proteinas.

Después de la electroforésis de las muestras, el gel 2 se equilibré6 durante 1h en
buffer de transferencia (25 mM Tris base, 192 mM glicina y 20% metanol) y las
proteinas fueron transferidas a una membrana PVDF (Immun-Blot® PVYDF Membrane
for Protein Blotting; Bio-rad), empleando una camara de electrotranferencia semiseca
(Trans-Blot® Semi-Dry; Bio-Rad) durante 80 min a 15 V.

7.11 Inmunodeteccion

Para el ensayo de inmunodeteccién se siguié el protocolo descrito en el OxyBlot™
Protein Oxidation Detection Kit, se bloque6 la membrana en buffer 2% BSA/PBS-T
(Buffer de fosfato salino pH 7.2, 0.05% Tween-20, 2% de leche descremada) durante
una hora, después se incub6 en una dilucién 1:150 de anticuerpo primario en buffer
2% BSA/PBS-T, después se incubd en una dilucién 1:300 de anticuerpo secundario
en buffer 2% BSA/PBS-T, se lavo 5 minutos en 1X PBS-T, posteriormente se incubd
por un minuto en Chemiluminescent Reagent (Amershan™ Pharmacia, Biotech) a un
volumen de 0.125 mL/cm?, finalmente en un cuarto totalmente oscuro se expuso la

membrana 5 minutos ante una pelicula autoradiografica Kodak.
7.12 Determinacion de actividad enzimatica de la catalasa

La actividad de CAT fue estimada por el método de Aebi (1974). Se diluyeron 20 pl
del extracto del érgano por analizar, en un medio que contenia 580 pl de sustrato
(Peréxido de hidrogeno [H202] 0.34% en buffer de fosfatos 0.5 M pH 7). Se determiné
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la descomposicién enzimética del H202 por decremento de la absorbancia a 240 nm
durante 1 minuto, por medio de un espectrofotdmetro UV-Vis Agilent 8453.

7.13 Tratamiento Estadistico

Todos los valores fueron expresados como media + desviacion estandar. El criterio
estadistico para evaluar los datos por género y estado nutricio se realizd por medio
de un analisis ANOVA de un factor, incluyendo una prueba Tukey posthoc alfa. La
prueba estadistica t de Student se emple6 para la evaluacion general de los datos
por grupo (Control y Desnutrido). Se definié un intervalo de confianza para la media
del 95% por lo cual un valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significante.
Todas las pruebas fueron realizadas usando el software SPSS Statistics 15.0 (SPSS
Inc., 2006).
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8 RESULTADOS

Para evaluar el grado de desnutricion provocado por la dieta de los neonatos en
estudio, se determiné el peso (g) y la talla (cm) de los mismos, asi como la
concentracion de albumina (g/dL) en suero sanguineo y el peso de los diferentes
organos (higado, corazén y cerebro) (Tabla 4). Estableciendo una p<0.05 se observo
reduccion de las variables evaluadas en los neonatos con desnutricion con respecto

al grupo control (GC).

El peso general posnatal de los especimenes del grupo desnutrido (GD) representa
un 63% con respecto al control, mientras la talla fue un 18% menor comparado con el
control. Para el GD la disminucion del peso con respecto a la talla fue de un 22%,
mientras para el GC el peso y talla guardan la misma proporcion. Por otra parte, la
concentracion de albumina en suero estuvo disminuida un 45% con respecto al GC.
En cuanto al peso de los 6rganos, en el GD se observé que el higado fue 34%
inferior en peso, mientras que el corazon presentd una disminucion del 30% vy el

cerebro se redujo un 28.5% en relacion con el GC.

Tabla 4. Diferencia general por grupo
Estado Nutricio

Grupo Control Grupo Desnutrido
Peso (g) 7.65+0.48 4.84 + 1.00*
Talla (cm) 7.55+0.32 6.19 + 0.44*
Albumina (g/dL) 2.92+0.84 1.60 + 0.58*
Higado (mQ) 295.72 + 43.02 195.38 + 39.99*
Corazon (mg) 51.88 +5.29 37.88 +9.11*
Cerebro (mg) 336.92 + 16.50 240.65 + 30.36*

Los valores se expresan media + desviacion estandar

*p<0.05 indicando diferencia con respecto al GC

Por otro lado, se compararon los indicadores peso, talla, concentracion de albumina
en suero y peso de los érganos extraidos (Tabla 5), haciendo una separacion por

género (hembra y macho) y grupo de estudio (control y desnutrido), para detectar si
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éste marcaba alguna diferencia en el desarrollo de desnutricion. Los resultados
indicaron que a pesar de que las hembras presentaron en algunos casos valores
ligeramente mas bajos que los machos de su respectivo grupo, estas diferencias no
resultaron estadisticamente significativas. En ambos géneros existe una notable

disminucion de los parametros evaluados en el GD con respecto al GC.

Tabla 5. Diferencia en peso, talla, albumina y peso de 6rganos de ratas Wistar

neonatas (F2) evaluadas por género y estado nutricio

Hembras Machos
Control Desnutridas Control Desnutridos
Peso (g) 7.43+0.51 4.41 +0.76* 8.00 £ 0.00 5.31+1.05*
Talla (cm) 7.50 + 0.36 6.12 + 0.52* 7.65+0.24 6.27 + 0.34*
Albumina (g/dL) 2.94 +0.98 1.56 + 0.80* 290+0.72 1.64 + 0.25*
Higado (mg) 296.95+44.07 200.17+48.55* 293.88+43.67 189.72+27.99*
Corazon (mg) 52.40+4.75  38.07+£10.26* 51.09+6.19 37.66+8.04*

Cerebro (mg) 334.62+17.79 237.72+36.99* 340.38+14.56 244.10+21.30*

Los valores se expresan media + desviacion estandar

*p<0.05 indicando diferencia con respecto al GC

En cuanto al analisis de la ganancia de peso durante el crecimiento de las ratas
Wistar parentales (sometidas a una dieta especifica desde las 4 semanas y hasta
que fueron sacrificadas a las 66 semanas de edad), se observé que los machos
presentaron mayor incremento de peso que las hembras de su mismo grupo (figura
6A), independientemente de la dieta suministrada. Por otra parte, en la figura 6B se
puede observar que la reduccion de peso en los animales tratados con la dieta BN
fue de alrededor del 20% con relacion a los tratados con la dieta C, sin verse

afectada esta diferencia por el género de los mismos.
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Figura 6. A) Incremento de peso en ratas Wistar parentales y, B) Porcentaje de la
diferencia en peso, donde MC= macho control, MD= macho desnutrido, HC= hembra

control y HD= hembra desnutrida.

El siguiente aspecto que se evalué fueron los patrones de expresion proteica (figura
7) de los diferentes O6rganos a través de un SDS-PAGE, con la finalidad de
determinar si la desnutricion ejercia algun efecto sobre éste aspecto. En las muestras
pertenecientes a los neonatos, en el higado y el corazén destaca la banda proteica
de aproximadamente 12 kDa (sefialada por un recuadro en la figura 7), la cual solo
se incrementd en el grupo de HD. Por otra parte el analisis de las proteinas de

cerebro no mostré diferencias en el patron de expresion.

En lo que a la expresion de proteinas en las ratas Wistar parentales se refiere, los
resultados revelaron que en higado y en corazén habia aumento o disminucién de la
expresion (sefialada con recuadros) de algunas proteinas. En la figura 8 se puede
observar que en corazon las bandas de proteina de aproximadamente 10 y 150 kDa
no se manifestaron en el GD en comparacion al GC, por otro lado las bandas de
proteinas de aproximadamente 12 y 200 kDa se mostraron sobre expresadas en el
GD con respecto al GC. En el higado de la HD la banda de aproximadamente 10 kDa
se observo disminuida al compararla con la HC, esta banda no se presentd en los

machos. En cerebro no se observaron diferencias al igual que en los neonatos.
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Figura 7. SDS-PAGE de los extractos proteicos de higado, corazén y cerebro de
ratas neonatas Wistar donde MC= macho control, MD= macho desnutrido, HC=
hembra control y HD= hembra desnutrida. Los recuadros se utilizaron para sefialar
bandas de mayor intensidad.
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Figura 8. SDS-PAGE de los extractos proteicos de higado, corazén y cerebro de
ratas Wistar donde MC= macho control, MD= macho desnutrido, HC= hembra control
y HD= hembra desnutrida. Los recuadros se utilizaron para sefalar bandas de mayor
intensidad.
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Posterior a la evaluacion de la expresion proteica se procedié a la determinacion de
proteinas carboniladas en higado, corazon y cerebro, para establecer si existe una
relacion entre la desnutricion y el incremento en los niveles de EO. Adicionalmente
se realiz6é un analisis densitométrico para determinar la densidad de la carbonilacion

de proteinas.

La figura 9 corresponde al andlisis de las muestras de los neonatos (F2), en ella se
puede apreciar que el higado de los organismos del GD presentd un incremento en
el contenido de carbonilos en las proteinas de peso molecular superior a 25 kDa,
mientras que la Unica banda proteica de bajo peso molecular que mostré aumento en
la carbonilacion es la de 12 kDa observada unicamente en las HD. El analisis
densitométrico reveld que el incremento fue de 2.6 veces para las HD y 2.8 veces en

los MD con respecto a sus controles como se muestra graficado en la figura 10.

El andlisis densitométrico de proteinas del corazén reveldé que las muestras de HD
presentan 5.8 veces mayor carbonilacion en proteinas de mas de 25 kDa en relacion
a las HC (figura 10), mientras en MD fue incluso menor que en los MC. Ademas se
observé carbonilacién en la banda de proteinas de aproximadamente 12 kDa, en la

HD la cual no es visible en el resto de los grupos (figura 9).

Mientras que el andlisis realizado en extractos proteicos del cerebro, mostr6 que las
proteinas correspondientes al grupo MD presentaron mayor carbonilacién en
proteinas de mas de 37 kDa con respecto a los MC (figura 9). Las muestras
correspondientes a HD presentaron un incremento en carbonilacion 4.7 veces

superior con respecto a las HC (figura 10).

El analisis de los extractos de higado indic6 que los neonatos desnutridos,
presentaron mayores niveles de carbonilacion basal de proteinas, por lo que las
diferencias entre HD y MD con respecto a su control fueron similares, mientras en
corazén se evidencié un dafo oxidativo en las HD, el perfil de carbonilacion en el

cerebro se invirti6 con un mayor grado de carbonilacién de proteinas en los MD.
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Figura 9. Carbonilacion de proteinas en higado, corazén y cerebro de neonatos,
donde MC= macho control, MD= macho desnutrido, HC= hembra control y HD=
hembra desnutrida. Los recuadros se utilizaron para sefalar bandas de mayor
intensidad.
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Figura 10. Analisis densitométrico de las proteinas carboniladas de los neonatos,
donde C= control, MD= macho desnutrido y HD= hembra desnutrida.
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El andlisis realizado en ratas Wistar parentales, los resultados mostraron que el
higado de los especimenes del GD sufrieron un mayor dafio oxidativo que los del
GC. EIl incremento en carbonilacion fue 10 veces superior en el MD, y 3 veces
superior en la HD en relacién a sus respectivos controles (figura 12). En la figura 11
se puede apreciar que el incremento fue evidente en proteinas entre 50 y 250 kDa
(indicado por un recuadro).

El analisis de las muestras de corazon reveldé que las hembras presentaron mayor
carbonilacion de proteinas siendo la HD quien mostré ser mas susceptible (8 veces)
en comparacion a la HC, especialmente en las proteinas de entre 100 y 250 kDa,
pues se observd una serie de bandas que no fueron visibles en el resto de las
muestras, también hubo incremento de carbonilacién en proteinas de entre 20 y 40
kDa y una banda de aproximadamente 55 kDa (figura 11). En los organismo machos,
el desnutrido tuvo un aumento en carbonilacion de proteinas 4.4 veces (figura 12) en
relacion con el macho del grupo control, al igual que en las hembras en este 6rgano
se observo un alto grado de carbonilacidon en proteinas de aproximadamente 20 a 40
kDa.

En los resultados obtenidos del cerebro el MD presentd un alto grado de dafio
oxidativo, 1.8 veces con respecto MC (figura 12), en proteinas entre 75 y 150 kDa
(figura 11), en lo que respecta a las hembras se observd que la HD mostré una
disminucién del dafio oxidativo 0.5 veces con respecto a la HC.

Por ultimo se determind la actividad de la enzima catalasa (CAT) con la finalidad de
establecer si la desnutricion y el incremento en la carbonilacion mantenian alguna

relacioén con la actividad de dicha enzima.

Los resultados obtenidos en neonatos indican que la actividad de CAT en el higado
fue similar en el GC y en el GD (figura 13). Con lo que respecta al corazén, la
actividad de la CAT fue similar para los MD con relacion a su control, mientras que
en las HD hubo un incremento en la actividad enzimética (30%). Por otra parte, en
las muestras de cerebro la actividad de la enzima para las HD y los MD fue mayor

con respecto a su grupo control, 0.6 y 0.4 veces respectivamente. A pesar de que los
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tres 6rganos presentaron aumento en la actividad de la CAT, ninguno de los valores

alcanzg la significancia estadistica.
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Figura 11. Carbonilacion de proteinas de higado, corazén y cerebro de ratas Wistar
parentales, donde MC= macho control, MD= macho desnutrido, HC= hembra control
y HD= hembra desnutrida.
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Figura 12. Andlisis densitométrico de las proteinas carboniladas en ratas Wistar
parentales, C= control, MD= macho desnutrido y HD= hembra desnutrida.
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Figura 13. Actividad de catalasa en higado, corazén y cerebro de ratas neonatas

Wistar, donde C= control, MD= macho desnutrido y HD= hembra desnutrida.

El andlisis de la actividad especifica de la CAT en higado, corazén y cerebro de las

ratas Wistar parentales (figura 14), indicoO una disminucién de la actividad en los

organismos desnutridos con relacion a los controles. Por otra parte, se observd que

la actividad enzimética en los tres érganos se encuentra disminuida en el macho

desnutrido con respecto a la hembra de su mismo grupo, lo cual se observa mas

evidente en cerebro, quien parece ser el érgano mas afectado en los machos.
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Figura 14. Actividad de la enzima catalasa en higado, corazén y cerebro de ratas

Wistar parentales, donde C: control, MD: macho desnutrido y HD: hembra desnutrida.
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9. DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo analizar el EO ocasionado por desnutricion
intrauterina en higado, corazén y cerebro de ratas neonatas Wistar, mediante la
deteccion de proteinas carboniladas. Se determindé el peso, talla, albumina
sanguinea, asi como el peso de los 3 dérganos, la expresion proteica y la actividad
especifica de la enzima catalasa de los extractos de los 6érganos ya mencionados,

para detectar posibles alteraciones en ellos causadas por la desnutricion.

Si bien esta investigacion fue realizada en ratas, puede ser tomada como un modelo
que reproduce los posibles dafios generados por EO durante la desnutricion
intrauterina y el conocimiento generado podria dar pauta para explicar el

comportamiento del organismo de humanos vulnerables a desnutricion.

En primera instancia se consider6é desnutricion en ratas Wistar parentales (P) por la
severa restriccion caldrica y proteica a la que fueron sometidas, que consistié en una
disminucién del 70% en la alimentacion con respecto a los controles (figura 2 y 3),
este método no es nuevo pues la restriccion en la dieta materna durante la gestaciéon
ya ha sido usada previamente para causar desnutricion en el recién nacido, como
Laborie et al., (2011) quienes indujeron desnutricion en ratas neonatas Wistar por
medio de la restriccion en la dieta materna al 50%. Es importante mencionar que en
las ratas Wistar F1 sometidas a desnutricibn hubo un efecto negativo en el nimero
de crias nacidas y la supervivencia de las mismas, sin embargo no puso en peligro la
viabilidad del feto mediante la induccién de aborto (datos no mostrados), esto puede
ser asociado a investigaciones previas como lo observado por Caron et al., (2012)
quienes reportaron que existe alteracién en las funcion reproductiva después de
someter a un modelo de ratén a desnutricion. Sin embargo, la posible relacion o
mecanismos por los que la desnutricion interfiere en la fertilidad y el ciclo

reproductivo aun deben ser confirmados por otros estudios.

Después de la obtencion de los neonatos sometidos a desnutricion intrauterina se
evaluaron los indicadores peso, talla, medicion de albumina sanguinea y peso de

organos como higado, corazéon y cerebro. De acuerdo a los datos obtenidos la
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desnutricion en los neonatos contribuyd a que presentaran talla baja al nacer y peso
bajo para su talla (Tabla 4 y 5), esta situacion ya ha sido reportada previamente en
condiciones de desnutricion por Langley-Evans (1996) quién analizo el efecto de una
dieta baja en proteinas en distintos puntos de la gestacion de ratas Wistar y encontro
que para el momento del nacimiento las crias solo habian aumentado el 70% de
masa corporal y eran mas cortos con respecto al control. En este aspecto, el bajo
peso al nacer en neonatos de madres desnutridas ha sido frecuentemente asociado
con un incremento en la produccion de RL (Gupta et al., 2004), asi como aumento en
los niveles de EO (Negi et al., 2012). De la misma forma los neonatos desnutridos
presentaron disminucién de albumina sanguinea (proteina en plasma que al
encontrarse en menor cantidad afecta las defensas antioxidantes y aumenta el riesgo
de EO) (Dalle-Donne et al., 2003b), los resultados obtenidos al respecto de esta
disminucién es consistente con lo reportado con Gupta et al., (2004) quien al
desarrollar un estudio en neonatos severamente desnutridos observo disminucién en
niveles de albumina en suero, pero resulta contrario a lo encontrado por Nwagwu et
al., (2000) quien al exponer a ratas Wistar gestantes a restriccion proteica (50%
caseina) registra niveles normales de albumina en sus neonatos, aunque quiza esta
diferencia se debi6 a que el periodo de implantacion de la dieta fue a partir del primer

dia de embarazo y la restriccion de caseina no lleg6 a causar desnutricion.

En cuanto a los resultados obtenidos en el peso de los 6rganos (higado, corazén y
cerebro) los neonatos se vieron afectados durante la desnutricion, pues presentaron
una disminucién de alrededor del 30% (Tabla 4 y 5) en el peso de sus 6rganos.
Estudios como el realizado por Lizarraga -Mollinedo et al., (2012) han reportado que
durante desnutricion fetal se ve alterado el peso de distintos 6rganos, lo cual esta
relacionado con anormalidades en la funcion de los mismos, en dicho estudio
sometieron un grupo de ratas Wistar gestantes a desnutricién (restriccion alimenticia
al 65%) durante la Ultima semana de gestacién y lactancia y encontraron una
disminucién del 55% en el peso del higado, del 18% en el peso del cerebro,
disminucién en la concentracion de albumina, glucagén en suero e insulina en
plasma, ademas del aumento en sangre de cuerpos cetonicos. En la presente tesis la

reduccion del tamafio en los 6rganos no fue selectiva, pues el menor crecimiento de
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los mismos en neonatos con desnutricion fue uniforme, mientras que en el estudio
antes mencionado se reporté que el cerebro en desarrollo durante desnutricion
intrauterina mantiene un “efecto ahorrador” con lo cual la disminucion del peso del
mismo es menor con respecto a otros érganos (Lizarraga-Mollinedo et al., 2012), sin
embargo, esta diferencia puede estar dada por factores como el periodo a partir del
cual fueron sometidas las ratas a desnutricion, la gravedad de la misma y las

diferencias en la dieta administrada.

Con respecto a la ganancia de peso de las ratas Wistar parentales, se observé que
tanto las HD como los MD presentaron una disminucion en el incremento de peso de
acuerdo al control alrededor del 20%, en relaciébn a esto Friedman et al., (1997)
realizd un estudio para evaluar el indicador peso para la edad en ratas de la cepa
Wistar, al final de su estudio las ratas con desnutricion presentaron una disminucion
entre el 15 y 20% del peso con relacion a las ratas control, sin embargo seria dificil
hacer asociaciones pues las ratas presentadas en esta tesis alcanzaron las 66
semanas de edad y en la investigacién ya mencionada solo se estudiaron ratas hasta

las 10 semanas.

Al analizar los resultados obtenidos acerca de la expresion de proteinas en ratas
neonatas Wistar, tanto en higado como en corazén de la HD se estimuld la
produccién de una proteina de bajo peso molecular (aproximadamente 12 kDa), la
cual se descarto fuera CAT (peso molecular 210-240 kDa), SOD (peso molecular 31-
32 kDa) o GPx (peso molecular 22-25 kDa). El cerebro de los neonatos pareci6 tener
mejor respuesta ante la dieta pues se mantuvo sin modificaciones (figura 7),
resultados similares se obtuvieron en las ratas Wistar parentales, pues el cerebro no
mostréo cambios en expresion proteica, mientras en higado se observaron diferencias
en una proteina de bajo peso molecular y en corazén en proteinas de alto peso
molecular (figura 8). Otros investigadores han informado que es suficiente con alterar
una sola condicion nutricia para causar sustanciales variaciones en proteinas
hepaticas (Chanson et al., 2005), o como Lan et al., (2007), quienes al inducir una
dieta con baja utilizacion de folato en ratas Sprague-Dawley adultas, identificaron

incremento en los niveles de expresion de proteinas de higado y en menor grado en
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cerebro, como la GPx que esta relacionada con el control del EO. En oposicion con
los resultados obtenidos, Chang et al., (2007) reportaron también que la expresion de
2 proteinas disminuy6 significativamente en corazon de ratas Fischer hembras
adultas después de una restriccion calorica entre 10-40%, sin embargo esta
diferencia pudo estar dada por las diferencias en la dieta y la cepa de ratas con la
que desarrollaron su investigacion. En general no se han reportado informes que
correlacionen desnutricion e incremento en los niveles de expresion de proteinas en
higado, corazén y cerebro, por ello es preciso decir que se requiere de mas
investigacion al respecto para identificar las proteinas que se vieron afectadas en
expresion durante desnutricion, asi como para explorar las funciones bioldgicas de

dichas proteinas.

Esta investigacion muestra que los niveles de EO (proteinas carboniladas) se
incrementaron durante la desnutricion en los neonatos, estos datos concuerdan con
otros estudios como el realizado por Franco et al.,, (2004), quienes al inducir
desnutricion intrauterina en ratas Wistar mediante la restriccion al 50% en la dieta,
concluyeron que causa incremento en los niveles de EO y produccion del anién
superoxido, ademas de tener una implicacién biolégica en el desarrollo de
hipertension, también es coherente a lo reportado por Gupta et al., (2004) que tras
realizar un analisis en recién nacidos sometidos a desnutricion intrauterina,
concluyeron gque los neonatos con talla baja para la edad presentaron un significativo
incremento de EO. El mayor grado de dafio oxidativo en los neonatos se observo
selectivo de acuerdo al género (en el corazén de HD, en cerebro de MD y en higado
en ambos sexos), sobre todo en proteinas de alto peso molecular (figura 9 y 10),
estos resultados pueden ser asociados a lo reportado por Tarry-Adkins et al., (2008 y
2013) quienes sugieren que la desnutricibn materna tiene repercusiones en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares en la descendencia, al encontrar que el
bajo peso al nacer se relaciona con dafio en ADN e incremento de EO en corazon.
No obstante, no se encontraron reportes previos directamente relacionados a
desnutricibn en neonatos, como causa de EO en los 6rganos seleccionados en esta

tesis, por lo cual es necesario un estudio adicional para reforzar los resultados
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obtenidos, asi como para determinar las proteinas que estan sufriendo mayor dafio

en cada uno de los 6rganos.

En las ratas Wistar parentales se observé que la induccion de la dieta BN tuvo efecto
sobre el incremento de los niveles de carbonilacion (figura 11 y 12), siendo el cerebro
el rgano menos afectado (contrario a lo observado en los neonatos), esto se puede
correlacionar a lo obtenido por Lan et al., (2007) quienes indujeron una deficiencia de
folato al 60% en la dieta y reportaron que el higado es mas susceptible de oxidacion
en comparacion con el cerebro en ratas Sprague-Dawley macho. La HD resulto mas
sensible dafio oxidativo por carbonilacion de proteinas en higado y en corazén con
relacion al MD, mientras éste presentdé mayor oxidacion en cerebro. Existe muy poca
informacion disponible que correlacione desnutricibn como factor de incremento en

niveles de EO en higado, corazén y cerebro.

En lo que a la actividad especifica de CAT respecta, se observo que la actividad en
higado de neonatos (figura 13) se mantuvo sin cambios en ambos grupos, el corazén
las HD presentaron aumento en la actividad de la enzima, mientras en cerebro hubo
un aumento del 30% de la actividad en los neonatos del GD, esto se puede
contrastar con el estudio realizado por Gupta et al., (2004) quienes midieron actividad
de las enzimas CAT, SOD y GSH en corddén umbilical de neonatos expuestos a
desnutricion intrauterina y encontraron disminucién de la actividad de todas las
enzimas AO, sin embargo la diferencia pudo radicar en que no se analiz6 en el
mismo tejido que en la presente tesis. Es dificil hacer inferencias con los datos
obtenidos en CAT en neonatos puesto que estos resultados no alcanzaron la
significancia estadistica, es por ello que se requieren de mas estudios para analizar

la actividad de CAT en higado, corazén y cerebro de neonatos desnutridos.

Los resultados obtenidos de actividad de CAT en las ratas Wistar parentales,
revelaron que la desnutricion tiene efecto negativo sobre la actividad de la enzima
(figura 14), esto parece aclararse al realizar el siguiente andlisis: Franco et al., (2004)
reportaron que durante la desnutricion se incrementan los niveles de EO y la

produccion del anion superéxido, mientras Koca et al., (2004) reportaron que en EO
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para contrarrestar o compactar los niveles crecientes de aniones superoxido, la SOD
(enzima AO) se incrementa y los niveles de CAT se reducen. Por ultimo, el cerebro
de los machos fue el 6rgano con menor actividad enzimatica de CAT durante el EO;
estos resultados contrastan con una publicacion previa (lyyaswamy y Rathinasamy,
2012) donde se informa que los niveles de actividad de GPX, SOD y CAT se
encuentran elevados en ratas albinas machos de la cepa Wistar, en condiciones de
EO, pero nuevamente las diferencias podrian estar dadas por la cepa de ratas y dieta

administrada.

Existen estudios que aseguran que el desarrollo de enfermedades y la gravedad de
las mismas, esta directamente relacionado con el periodo, duracion y tipo de
exposicion a un desequilibrio en la dieta, si la desnutricion es impuesta desde las
primeras etapas del embarazo o incluso antes, incrementa el riesgo de desarrollar
enfermedades y causar dafio a la descendencia (Edwards et al., 2001; Gardner et al.,
2005).
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9 CONCLUSIONES

En ratas neonatas Wistar el desbalance de nutrientes en etapas criticas del
desarrollo como la etapa gestacional, aunado a que representan la segunda
generacion de ratas sometidas a desnutricibn, desencadena significativas
alteraciones en el crecimiento y desarrollo del feto, esto se refleja en el deficiente
incremento de peso, talla, asi como también en la reduccién de tamafo de 6rganos
como el higado, corazén y cerebro. La desnutricion intrauterina también se relaciona

con los niveles bajos de albumina en el recién nacido.

La sobreexpresibn o disminucion en la expresidbn de proteinas no parecio
relacionarse con desnutricibn en neonatos, a excepcion de una proteina de muy bajo
peso molecular en higado y corazon de las hembras desnutridas. Sin embrago en las
ratas Wistar parentales las proteinas de alto peso molecular del corazén si parecen

presentar modificaciones durante la desnutricion.

La desnutricion intrauterina es un factor que vuelve susceptibles los 6rganos del
recién nacido a incrementar la carbonilacion de proteinas en higado, en corazén de
hembras y en cerebro de machos neonatos desnutridos, sobre todo en proteinas de
alto peso molecular, lo cual quiere decir que desarrollaron mayor EO en sus 6rganos.

El aumento en proteinas carboniladas también afecta el higado, corazén y cerebro

de adultos (parentales) con desnutricion.

La actividad enzimatica de la CAT tiende a disminuir en ratas Wistar parentales con
desnutricién y tiende a aumentar en neonatos con desnutricion materna, sin embargo

por la falta de validez estadistica se requieren de mas estudios para confirmarlo.
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