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RESUMEN

La desnutricion en nifios se considera un grave problema de salud publica,
tanto que, en 1956 se cred la primera clasificacién para establecer los diferentes
grados de desnutricién. En los afios 60°s se comenzaron a realizar estudios sobre los
sistemas de defensa antioxidante y la concentracion de micronutrientes en nifos
desnutridos a nivel sistémico y su relacion con los dafios funcionales observados.

El objetivo de la presente investigacion fue determinar si la desnutricién en
ratas lactantes se relaciona con un aumento en el dafio oxidante en proteinas y
lipidos y a una disminucion en la expresion y actividad de enzimas con funcion
antioxidante en testiculo, lo cual provocaria cambios morfolégicos a nivel del tubulo
seminifero, induciendo la posible alteracion en la funcién de este drgano. La
desnutricion experimental se indujo mediante el método de competencia de alimento
y la clasificacion de las ratas con diferentes grados de desnutricidon se realizé a los 21
dias de edad.

Los resultados obtenidos fueron bastante reveladores, ya que se encontré una
disminucion en la expresion y actividad de enzimas con funcién antioxidante como
SOD CuZn y CAT, pero en el caso de la enzima GPx ésta presentd una expresion
disminuida y una actividad elevada indicando que el testiculo trata de alguna manera
de equilibrar la produccion de ERO. Sin embargo, este no fue suficiente para
disminuir el dafio oxidante en lipidos y proteinas, dafio que se vio reflejado en la
morfologia del tubulo seminifero, unidad funcional del testiculo, ya que se observo

una disminucion del area total del tibulo, desde la etapa de DN1.

11



A pesar de la variedad de estudios realizados sobre la desnutricion, en esta
investigacion se reporta por primera vez su efecto sobre el testiculo. Los resultados
del sistema de defensa antioxidante mostraron que la desnutricion esta asociada con
disminucion en la expresion y actividad de enzimas con funcién antioxidante que
provoca dafio a biomoléculas, lo que se correlaciona con la reduccion del area total
del tabulo seminifero. Finalmente es importante sefialar que la desnutricion tuvo un
fuerte impacto en todos los parametros analizados desde la DN1, no encontrando un

efecto diferencial entre la DN1, DN2 y DN3 durante la lactancia.
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ABSTRACT

Children malnutrition is considered a severe public health problem, so much so
that in 1956 the first classification was created to establish the different degrees of
malnutrition. In the 1960s, studies were begun on the antioxidant defense systems
and the concentration of micronutrients in malnourished children at a systemic level
and their relation to the functional damage observed.

The objective of the present investigation was to determine if malnutrition in
lactating rats is related to an increase in oxidative damage in proteins and lipids due
to the decrease in the expression and activity of enzymes with antioxidant function in
the testicle, which would cause morphological changes to level of the seminiferous
tubule inducing the possible alteration in the function of this organ. Experimental
malnutrition was induced by the food competition method and the classification of rats
with different degrees of malnutrition was performed at 21 days of age.

The results obtained were quite revealing, since it was found a decrease in the
expression and activity of enzymes with an antioxidant function such as SOD CuZn
and CAT, but in the case of the GPx enzyme it showed a decreased expression and
an elevated activity indicating that the testicle try in some way to balance the
production of ROS. However, this was not enough to decrease the oxidative damage
in lipids and proteins, a damage that was reflected in the morphology of the
seminiferous tubule, a functional unit of the testicle, since a decrease in the total area
of the tubule was observed, from the stage of MN1.

Despite the variety of studies conducted on malnutrition, this research reports

its effect on the testicle for the first time. The results of the antioxidant defense
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system showed that malnutrition is associated with a decrease in the expression and
activity of enzymes with antioxidant function that causes damage to biomolecules,
which correlates with the reduction of the total area of the seminiferous tubule. Finally
it is important to point out that malnutrition had a strong impact on all parameters
analyzed from MN1, not finding a differential effect between MN1, MN2 and MN3

during lactation.
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1. INTRODUCCION
1.1 Marco Tedrico
1.1.1 Desnutricién

La desnutricion se define como un desequilibrio entre la necesidad de
nutrientes y la ingesta de éstos, dando como resultado un déficit acumulativo de
energia, proteinas o0 micronutrientes que pueden afectar negativamente el
crecimiento y el desarrollo de un organismo. Basado en su etiologia, la desnutricion
puede estar relacionada con enfermedades secundarias que resultan directamente
en el desequilibrio de nutrientes o bien puede ser causada por factores
ambientales/conductuales asociados con la disminucion de la ingesta/distribucion de
nutrientes. Los factores ambientales que resultan en la desnutricion a menudo
involucran condiciones socioecondmicas asociadas con la disponibilidad inadecuada
de alimentos o trastornos del comportamiento como anorexia y aversion al alimento

(Mehta et al., 2013).

1.1.1.1 Prevalencia

Las estimaciones mas recientes indican que unos 780 millones de personas
de todo el mundo, lo que equivale a mas de una persona de cada nueve, estuvieron
subalimentadas en 2014-16, es decir, 167 millones menos que hace un decenio y
216 millones menos que en 1990-92. La gran mayoria de las personas que pasan
hambre viven en las regiones en desarrollo (FAO, FIDA, PMA, 2015). De estos 780
millones de personas desnutridas, cerca de 101 millones eran nifios menores de 5

afnos que presentaban desnutricion crénica o desnutricion aguda (UNICEF, 2013).
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Segun las estimaciones, 19 millones de nifios en edad preescolar, la mayoria
de la region de Africa y la region de Asia Sudoriental de acuerdo a la OMS (2016),
padecen emaciacion severa. La desnutricidn infantil es un problema de salud mundial
muy importante que contribuye a la morbilidad y mortalidad en la nifiez, perjudica el
desarrollo intelectual y, ya en la edad adulta, acarrea una menor capacidad de
trabajo y un mayor riesgo de padecer enfermedades. De los 7.6 millones de muertes
anuales de menores de 5 afos, aproximadamente el 35% se deben a factores
relacionados con la nutriciébn y se ha comprobado que el 4.4% de los fallecimientos
son atribuibles en concreto a la emaciacion severa. La desnutricion aguda severa
sigue siendo una causa muy importante de mortalidad infantil en el mundo. Aunque
en muchos casos la ultima etapa antes de la muerte es una neumonia o una diarrea,
se estima que la desnutricibn aguda severa cobra la vida de unos 400 000 nifios
cada afio. De ahi que la atencién de la desnutricion aguda severa forme parte de la
resolucion de la Asamblea Mundial de la Salud sobre Nutriciéon del lactante y del nifio
pequefo para mejorar la supervivencia en la nifiez y reducir la carga mundial de
morbilidad (OMS, 2016).

De acuerdo con los resultados de la ENSANUT 2012 (Encuestas Nacionales
de Salud y Nutricidn), en México entre 1988 y 2012, la prevalencia de desnutricion en
menores de cinco afios ha tenido una disminucién notable. La prevalencia de
emaciacion o desnutricién aguda (bajo peso para la talla) y bajo peso disminuyeron a
una cuarta parte (4.6%) de las prevalencias de 1988 (de 6.2% a 1.6% en 2012), para
alcanzar valores compatibles con poblaciones sin desnutricion. El bajo peso aminoré

un 8% (de 10.8% a 2.8% en 2012); mientras que la desnutricion crénica (baja talla
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para la edad), aunque disminuyo a la mitad de la prevalencia de 1988 (13.3%), sigue
siendo elevada (de 26.9% a 13.6% en 2012), representando casi 1.5 millones de
menores de cinco afios en dicha condicién, encontrandose a su vez que los niveles
mas altos de desnutricién se registraron en la zona sur del pais, mientras que los de

menor prevalencia se registraron en los estados del norte (ENSANUT, 2012).

1.1.1.2 Indicadores antropométricos

Dependiendo del tiempo durante el cual los individuos estén sujetos a la
desnutricion, ésta se puede presentar en distintos grados de severidad y exhibir
multiples manifestaciones clinicas (Gomez et al., 1956).

Existen tres indicadores clasicos para evaluar el estado nutricional en nifios
menores de cinco aflos a partir del registro de peso, talla y edad: a) Peso para la
edad, b) Talla para la edad, y c) Peso para la talla (Encuesta Nacional de
Alimentacién y Nutricién en el Medio Rural, 1996). La clasificacién de Gémez y cols.
(1956) para la desnutricion es una de las mas usadas en el mundo, utiliza el indice
peso/edad, lo cual resulta muy util para clasificar a niflos menores de cinco afios. La
desnutricion mediante este método se clasifica segun el déficit de peso que tengan
los nifios; es decir, considera normales a los nifios cuyo peso es mayor o igual al
90% del peso para la edad; los tres grados de desnutricion corresponden con déficits
de peso del 10 al 24% (grado | o leve), del 25 al 39% (grado Il o moderado) y
superior al 40% (grado lll o grave) (Gomez et al, 1956).

La desnutricion ocurre mas frecuentemente durante la gestacion y los

primeros dos afios de vida, cuando el crecimiento del nifio y el desarrollo de su
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cerebro son particularmente rapidos, teniendo efectos adversos sobre la salud y el
desarrollo de sus capacidades. En el nifio desnutrido, se inicia un estancamiento en
la relacion peso/talla para su edad cronoldgica, y eventualmente puede pasar con
mayor o menor rapidez de la desnutricion leve a la moderada y de ésta a la muy
grave, en forma progresiva (Gomez et al., 1956). Ademas del estancamiento de
peso, se presenta retraso del desarrollo motor, trastornos de la coordinacion
muscular y del lenguaje; asi como, disminucién en la capacidad cognoscitiva, a su
vez el organismo desnutrido sufre una adaptacion nutricia, es decir, crea nuevas
condiciones homeostéaticas en sus diferentes sistemas, érganos y tejidos (Flores-
Huerta, 1995).

En los nifios con desnutricibn de tercer grado, los procesos vitales que
permiten mantener un equilibrio fisiolégico se ven alterados. El metabolismo es mas
lento, la regulacion térmica se altera, la absorcion intestinal y la eliminacién renal se
reducen, la capacidad del higado para sintetizar proteinas y eliminar toxinas es

limitada; asi como, la capacidad del sistema inmune disminuye (Prudhon, 2002).

1.1.1.3 Tipos de desnutricion
La desnutricion puede llevar a diferentes manifestaciones clinicas de
desnutricion grave o desnutricion aguda severa conocidos como Marasmo o No

Edematosa, Kwashiorkor o Edematosa y Marasmo-Kwashiorkor o Mixta.
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1.1.1.3.1 Marasmo o No Edematosa

El marasmo es producto de una dieta pobre en proteinas y calorias, que se
caracteriza por un severo retraso del crecimiento, ademéas de diarrea e infecciones;
presentandose en el 2% de los individuos desnutridos. Es prevalente en Africa,
Sureste de Asia, América Central y del Sur (Parra-Gamez et al., 2003).

Es una forma de desnutricion crénica caracterizada clinicamente por
emaciacion severa del tejido subcutaneo, musculos y grasa; la sintesis de albumina
se mantiene dentro de los rangos normales, hasta muy avanzado el agotamiento
nutricional y por esta razon no se presenta edema en los nifilos con marasmo, se
presenta antes del primer afio de edad. Los nifios con marasmo, tienen mayor
capacidad de sostenerse frente a una disminucién del aporte de proteinas y lipidos
obteniendo mayores tasas de supervivencia, a pesar que tienen mayor emaciacion
del tejido (Realpe-Murioz, 2013).

El nifio marasmatico presenta un aspecto envejecido o arrugado, se ve
emaciado y débil, tiene bradicardia, hipotension, hipotermia, piel seca y delgada,
cabello escaso y que se cae facilmente y hambre incontrolable (Realpe-Mufioz,

2013).

1.1.1.3.2 Kwashiorkor o Edematosa

La palabra Kwashiorkor, fue usada inicialmente en Ghana y se traduce como
“‘enfermedad del nifio destetado”, término utilizado por las madres para describir la
enfermedad del primer hijo cuando nace el segundo. Este término fue introducido a la

medicina moderna por la doctora britanica Cicely Williams en 1933: “una enfermedad
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nutricional de nifios, asociada con una dieta de maiz” (Realpe-Mufioz, 2013). En
México a principios del siglo pasado, la desnutricion fue conocida como “culebrilla”,
caracterizada por hiperpigmentacion o hipopigmentacion en la piel, dando la
apariencia de serpientes pequeiias (Autret et al., 1954).

La desnutricion grave de tipo Kwashiorkor es mas frecuente en lactantes con
déficit de proteinas, pero adecuada ingesta de carbohidratos y se caracteriza por
deplecién de proteinas séricas, principalmente la albumina, que tiende a ser mas
severa en esta forma de desnutricion. Clinicamente su marcador mas llamativo es la
presencia de edema, que se acompafia de otras manifestaciones que incluyen
dermatosis, diarrea, higado graso, cambio en el cabello, pérdida del interés y del
apetito. La teoria clasica postula que una ingesta inadecuada de proteina lleva a
bajas concentraciones de albumina en plasma que llevan al edema. Este tipo de
desnutricion es mas comun en zonas rurales de paises en vias de desarrollo y afecta
principalmente a los nifios de 2 afios de edad, asociado al periodo de destete e inicio
de dietarica en almidén y pobre en proteinas (Realpe Mufioz, 2013).

La desnutricion tipo Kwashiorkor, se considera como una condicién compleja,
multifactorial, en la cual existe una combinacion de factores geograficos, climéticos,
educacionales, psicosociales, culturales, nutricionales, y otros factores. Puede ser
considerado el punto final de la combinacién de todos éstos en un organismo que no
tiene la capacidad de adaptarse a un cambio de condiciones, que lleva a que se
desarrollen las caracteristicas clinicas (Realpe-Mufioz, 2013). Los nifios con

Kwashiorkor mueren en mayor proporcion que los pequefios con marasmo.
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El niflo con Kwashiorkor es anoréxico, irritable, con cara de luna llena, edema
periorbitario y edema en extremidades inferiores y manos, abdomen globoso con
hepatomegalia (infiltracién grasa del higado), piel secay el cabello se cae faciimente.

Existe una variante clinica en la que se encuentran caracteristicas de ambos
tipos de desnutricion grave Kwashiorkor/marasmo. Cuando un nifio con Kwashiorkor
sobrevive lo suficiente para alcanzar a consumir la grasa excesiva y conserva los
edemas, se suele llamar Kwashiorkor-Marasmatico.

La combinacibn mas comun es la emaciacion del tejido celular subcutaneo
asociado a edema de miembros inferiores, hepatomegalia y deplecion severa de

proteinas (Realpe-Mufioz, 2013).

1.1.1.4 Causas que generan la desnutricion

Hay tres causas relacionadas con el inicio de la desnutricion, la
subalimentacién, la absorcion inadecuada y/o incremento de la demanda de
nutrientes por enfermedades. La subalimentacion consiste en alimentar a una
persona de manera insuficiente. Ya sea por la deficiencia en la calidad o en la
cantidad de los alimentos consumidos. Se puede decir que el 90% de los estados de
desnutricion, son ocasionados por esta causa y es la causa principal de la
desnutricion. Esta subalimentacion es determinada por varios factores como no
acceso a los alimentos por falta de recursos econémicos, aspectos educacionales
donde se incluyen faltas de higiene o alimentaciones absurdas y faltas de técnica en
la alimentacion del nifio. Tiene multiples origenes, pero en general son la pobreza y/o

la ignorancia (Gomez-Santos, 1946; Mehta et al., 2013).
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La desnutricion por las otras causas es debida a una enfermedad subyacente
gue conduce a una ingestion o absorcion inadecuadas y representa un 10%. Se
presenta por infecciones enterales (tracto digestivo) o parenterales (sistema
respiratorio, etc.), en los defectos congénitos de los nifios, en el nacimiento
prematuro y en enfermedades metabolicas (Gomez-Santos, 1946; Mehta et al.,
2013).

Independientemente de la causa, la desnutricion representa un factor
estresante que de manera directa o indirecta afecta el equilibrio dinamico del
organismo, su estatus metabdlico y por lo tanto las reacciones redox, lo que puede
inducir estrés oxidante en los organismos que la padecen (Bosnhak et al., 2010;

Realpe-Mufioz, 2013).

1.1.2 Estrés oxidante

El estrés oxidante se refiere al establecimiento de un desbalance entre la
produccién de especies reactivas del oxigeno (ERO) y las defensas antioxidantes en
un tejido o célula. El término ERO incluye tanto a moléculas que son radicales libres
como a especies quimicas no radicales. Ejemplos de radicales libres son el radical
superéxido (O,%), el radical peroxilo (ROO®), el oxigeno singulete (*O,) y el radical
hidroxilo (*OH). Este ultimo es el mas reactivo. Los radicales libres se caracterizan
por poseer al menos un electrén desapareado en su orbital externo. Esto les confiere
inestabilidad y al mismo tiempo una gran reactividad. Ejemplos de especies quimicas
qgue, sin ser radicales libres, son generadoras de estas moléculas o resultan de la

reduccion o metabolismo de ellas son el peréxido de hidrégeno (H,0,), el acido
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hipocloroso (HOCI) y el peroxinitrito (ONOQO). El H,O, puede generar rdpidamente
radicales libres, como el *OH en presencia de hierro (Fe*") o cobre (Cu?") libres,

mediante la reaccion de Fenton (Burton et al., 2011).

1.1.2.1 Procedencia de las ERO

Las ERO se originan a partir de la reduccion del oxigeno dentro de la célula y
estas ERO son mas reactivas que éste en su estado basal de energia. No hay que
considerar que las ERO son inevitablemente toxicas, sino que su toxicidad depende
de su concentracién y del contexto en el que se producen (Kénigsberg-Fainstein,
2008).

Las ERO son producidas en la célula bajo condiciones fisiologicas, por
ejemplo, en el metabolismo oxidante o en la inflamacién, en donde se ven
involucradas enzimas oxidantes como la citocromo Pusg, la NADPH oxidasa, la
xantina oxidorreductasa, la lipoxigenasa, la triptdfano dioxigenasa, entre otras, asi
como en la cadena respiratoria. Bajas concentraciones de ERO estimulan el
crecimiento de las células, también funcionan como sefiales que determinan
respuestas fisioldgicas de adaptacion al medio ambiente. Finalmente las ERO son
indispensables para la diferenciacién celular y para la muerte celular programada
(Konigsberg-Fainstein, 2008; Burton et al., 2011).

La exposicion a diversos agentes exdgenos como la luz UV, la radiacion
ionizante, los agentes quimicos contaminantes o carcinogénicos, el humo de

cigarrillos y la administracion de drogas, generan ERO (Kdnigsberg-Fainstein, 2008).
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1.1.3 Sistema de defensa antioxidante
Estd claro que la produccion excesiva de ERO puede oxidar estructuras

lipidicas, proteinicas e incluso al ADN y ARN (Pajuelo et al., 2004), llevando a

multiples dafios que podrian culminar en la muerte celular. Por esta razon las células

han desarrollado sistemas de defensa antioxidante a manera de limitar la formacion
de ERO a rangos fisiolégicos evitando el dafio celular que pudieran causar (De Zwart
et al.,, 1999). Las ERO son removidas de nuestro organismo por diversos
mecanismos antioxidantes (Benitez-Zequeira, 2006; Velasquez-Rodriguez et al.,

2007; Konigsberg-Fainstein, 2008; Cisneros et al., 2011; Denzoin-Vulcano et al.,

2013; Ribas et al., 2014):

* Proteinas que disminuyen la disponibilidad de agentes pro-oxidantes, tales como el
grupo hemo o iones de hierro y el cobre. Entre éstas se encuentran
transferrinas, ferritinas, albumina, ceruloplasmina (CRP) y metalotioneinas
(MTs).

* Proteinas que protegen a las biomoléculas del dafio por otros mecanismos como
son las proteinas de shock térmico (HSP).

* Agentes de bajo peso molecular que neutralizan ERO conocidos como
antioxidantes no enzimaticos. Ejemplos de ellos son el glutatién reducido
(GSH). Tripéptido hidrosoluble, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina, formado por los
aminoacidos acido glutamico, cisteina y glicina. GSH es capaz de ceder
electrones (reducir) desde su grupo sulfhidrilo (SH) de la cisteina a una especie
oxidada, como podria ser un lipoperéxido de las membranas, funcionando,

como un potente agente antioxidante y rindiendo el producto oxidado (GSSG).
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Tiene un rol importante en la detoxificacion de una gran variedad de
compuestos, conjugandose con estos para luego ser excretados por la orina o
heces. La oxidacion enzimatica del GSH se produce como producto de la
actividad enzimatica de la proteina GPx, ya que para reducir el H,O, y/o
hidroperdxidos organicos a agua y alcohol, respectivamente. Asi como también
la GSH tiene una interaccion no enzimatica con radicales como el O,*, el 6xido
nitrico y el radical *OH eliminando las ERO, siendo una molécula con funcién
antioxidante. Otros ejemplos son la vitamina E (a-tocoferol), la vitamina C (acido
ascorbico), la vitamina A (B-caroteno) y otros antioxidantes lipo e hidrosolubles
(ubiquinol, &cido urico, bilirrubina). De aqui la intima relacidon que existe entre la
nutricion y las defensas antioxidantes.

* Enzimas que remueven cataliticamente radicales libres y especies reactivas, como
son las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatién
peroxidasa (GPx). Esta ultima usa como agente reductor al GSH. Otras
enzimas con funcién antioxidante son las peroxirredoxinas (Prx), que eliminan al
H,O, en forma directa y la enzima hemooxigensa-1 (HO-1) que desempefia una
funciobn muy importante en la proteccion contra el estrés oxidante.

La proteccion antioxidante fisiolégica involucra a una gran variedad de
componentes quimicos de origen enddgeno y exdgeno, que interaccionan mediante
efectos sinérgicos y complementarios, asi la proteccion antioxidante resulta ser un

mecanismo muy flexible y eficiente (Jacob, 1995).
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1.1.3.1 Superdéxido dismutasa

El O,* es una de las primeras especies generadas por diversos sistemas
celulares, es altamente téxico por si mismo y puede ser el generador de otras
especies reactivas. La SOD es la enzima encargada de transformar esta ERO en una
de menor toxicidad, como el H,O,, el cual es posteriormente transformado en agua
por otras enzimas (Konigsberg-Fainstein, 2008). La enzima SOD dismuta la
transformacion de dos radicales O,* a H.O, y O, de una manera eficiente (10° M* s
e independiente del pH (Hansberg, 2002). Su principal funcion es la proteccion contra
el O,*. La dismutacién ocurre cuando una molécula de sustrato se reduce y la otra se
oxida (Venereo, 2002).

Las SOD son una familia de enzimas formada por tres miembros, los cuales
se ubican en lugares claramente especificos. La SOD1 o SOD CuZn tiene en su
centro catalitico un Cu®" y un Zn** y se ubica en el citoplasma, el nucleo, los
peroxisomas y en la membrana externa de la mitocondria. La enzima SOD1 es un
homodimero de 32 kDa. Sélo el Cu tiene importancia catalitica, mientras que el Zn
confiere estabilidad a la estructura proteinica. La SOD CuZn es un homodimero
abundante, resistente a la desnaturalizacién, se inhibe con cianuro o con quelantes
de Cu como el dietilditiocarbamato. Mutaciones en el gen sodl han sido asociadas
con Sindrome de Down y esclerosis lateral amiotrofica (Konigsberg-Fainstein, 2008).

La SOD2 o MnSOD esta ubicada cerca de la membrana interna mitocondrial.
Es una SOD que une manganeso (Mn*') en su centro catalitico. Es un
homotetramero con un peso de 22kDa por subunidad, y posee un Mn®* por

mondmero. Es vital la presencia de SOD2 dentro de la mitocondria, ya que éste es el
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organelo celular sometido a mayor estrés oxidante. Se desnaturaliza con detergentes
o solventes y no se inhibe con cianuro, dietilditiocarbamato ni con H,0O,. Variaciones
genéticas en el gen sod2 se han asociado a patologias, como el envejecimiento
prematuro y la progeria (Kénigsberg-Fainstein, 2008).

La SOD3 o EC-SOD se localiza fuera de la célula y esta asociada a la matriz
extracelular, al igual que la SOD1, ésta tiene asociado un Cu?"y un Zn?*. La SOD3
esta principalmente unida a la heparina y a las fibras de colagena tipo | de la mayor
parte de los tejidos. Es una proteina tetramérica de casi 135 kDa y contiene un
atomo de Cu®"y uno Zn*" por subunidad. Su funcién principal es mantener la accién
vasodilatadora del 6xido nitrico (NO*®), mediante la inhibiciéon de la acumulacién O,*
(Rojkind et al., 2002). Deficiencias en la SOD3 se relacionan con algunas patologias,
en particular con enfermedades vasculares como la arteriosclerosis (Konigsberg-
Fainstein, 2008).

La compartimentacion de las diferentes SOD se explica en gran medida por el
hecho de que el O,* no puede cruzar con facilidad las membranas que separan los

compartimientos celulares y mitocondriales (Konigsberg-Fainstein, 2008).

1.1.3.2 Catalasa

El H,O, es una de las ERO mas estables, sin embargo, puede reaccionar y
generar otras ERO mas reactivas. Asi, el principal efecto téxico de esta ERO
consiste en su gran capacidad de difusién y reaccién con metales de transicién (Fe?*

o Cu?") para formar *OH (K6nigsberg-Fainstein, 2008).
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La CAT es la enzima que descompone al H,O, directamente en O, y H,O.
Para ello, emplea dos moléculas de H,O,, una como agente reductor y otra como
oxidante. La CAT es una de las enzimas mas rapidas que existen, cataliza la
transformaciéon de alrededor de 1x10’ moléculas de sustrato por segundo. Esta
formada por cuatro subunidades idénticas, cada una asociada en su sitio activo a un
grupo hemo. ElI hemo (protohemo-IX (hemo-b)) es una molécula de porfirina
tetrapirrélica que forma un complejo de quelato con un atomo de hierro. Tiene una
masa de 50 a 65 kDa por subunidad. Cada subunidad se caracteriza por cuatro
dominios: el extremo amino terminal, el dominio barril-B, un dominio de conexién vy el
dominio a-helicoidal (Konigsberg-Fainstein, 2008).

Al entrar una molécula de H,0, al sitio activo toma un electrén del Fe*"y otro
del hemo, para generar una molécula de agua. Posteriormente, una segunda
molécula de H,O, cede un electrén al ferroxilo y otro al hemo, restituyendo el estado
inicial de la enzima y liberando una molécula de dioxigeno y otra de H,O (Hansberg,
2002).

La expresion de CAT en mamiferos es muy elevada en higado y eritrocitos,
alta en el tejido adiposo y rifion, moderada en el pancreas y pulmones y baja en el
suero, corazon y cerebro, esta localizada en los peroxisomas de estos érganos, en
eritrocitos es citosélica. La ausencia de genes funcionales de CAT trae como
consecuencia una deficiencia de la actividad de la enzima, deficiencia conocida como

acatalasemia (Konigsberg-Fainstein, 2008).
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1.1.3.3 Glutatién peroxidasa

GPx es el nombre genérico para una familia de multiples isoenzimas que se
caracterizan por su triada catalitica compuesta de los aminoécidos selenocisteina
(Sec), glutamina y triptéfano, es decir, estos aminoacidos son cruciales para las
interacciones enzima-substrato y son altamente conservados en todos los mamiferos
(Lubos et al.,, 2011). Existen cuatro isoenzimas dependientes de Selenio (Se)
(Almaguer-Gotay et al., 2006; Konigsberg-Fainstein, 2008):

e GPx clasica o citosolica (GPx-1 o cGPx): es la forma preponderante. Se
expresa a nivel mitocondrial y citosoélica. Presente en todos los tejidos, pero
sus niveles son elevados en eritrocitos, rifion, pulmén e higado.

e GPx gastrointestinal (GPx-2 o GPx-GlI): localizada en el citosol de higado y
tracto intestinal de humano.

e GPx plasmatica (GPx-3 o pGPXx): localizada en los fluidos extracelulares de
varios tejidos, aunque es en rifidn donde existe una alta concentracion.

e GPx de fosfolipidos (GPx-4 o PHGPX): se encuentra en la membrana y
citosol de varios tejidos.

Las isoformas 1, 2 y 3 de GPx son homotetrameros, mientras que la GPx-4 es
un mondémero; cada una de ellas contiene un atomo de Se en su sitio activo, en
forma de Sec, es decir, una cisteina en la cual el azufre ha sido remplazado por el Se
(Hansberg, 2002). La GPx es una enzima que requiere de un tripéptido de bajo peso
molecular, el GSH, para reducir el H,O, a H,O. EIl GSH es el donador de

equivalentes reductores en dicha reaccion, de esta manera, la reduccion del H,O, a
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H,O y la oxidacion de GSH a glutation oxidado (GSSG) ocurren simultdneamente. La
reduccion del GSSG a GSH la lleva a cabo la enzima glutation reductasa (GR), esta
enzima transfiere electrones del NADPH (via de las pentosas fosfato) al GSSG,
reduciendo esta molécula a GSH, donde el GSH es reciclado mas no consumido,
para ser utilizado cuando se requiera (Martinez-Samano et al., 2011).

El dafio celular que resulta de una produccion excesiva de ERO ha tratado de
ser explicado como consecuencia de una alteracion de la membrana celular por la
oxidacion de los residuos de acidos grasos de la bicapa lipidica, proceso que se ha
convenido denominar lipoperoxidacion (LPO), y que esta presente en procesos de

desnutricion, diferentes patologias y variados estados (Matheus-Cortéz et al., 2009).

1.1.4 Lipoperoxidacion

Se considera que la LPO ocasiona cambios en la composicidon quimica, y
deterioro en la organizacién ultraestructural de las membranas celulares,
disminuyendo la fluidez de las mismas, alterando su permeabilidad e inactivando
enzimas y receptores ligados a la membrana (Paparella et al., 2015).

En la LPO ocurre una amplificacién de radicales libres, ya que los aldehidos
generados en el proceso pueden actuar como segundos mensajeros toéxicos en la
compleja cadena de reacciones que se inician si los acidos grasos poliinsaturados
(PUFAs) de la bicapa de la membrana son convertidos en lipidos hidroperéxidos.
Entre los diferentes aldehidos que pueden formarse en el proceso de LPO, y que
mas se han estudiado, estan: el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxialquenal, en

particular el 4-hidroxinonenal (HNE) y 4-hidroxihexenal. Aldehidos que pueden
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considerarse como indicadores del estrés oxidante. Las fuentes potenciales de
produccién de radicales libres que promueven la peroxidacién de los acidos grasos
pueden ser las reacciones de autooxidacién donde interviene el ion Fe?*. El hierro
puede provenir de la hemoglobina o de la ferritina. EI H,O, formado normalmente
puede liberar ion Fe?* de la hemoglobina y asi estimular la peroxidacién de los lipidos
de la membrana celular (Torres et al., 2004).

El proceso de ataque oxidante a los lipidos, comienza cuando un radical libre
ataca a un carbono de la cadena alifatica de un acido graso y arranca un atomo de
hidrogeno, formando un radical alquilico (Halliwell, 1994). Esta reaccion se produce
preferentemente en los carbonos contiguos a enlaces dobles de los PUFAs, debido a
gue, los radicales formados pueden estabilizarse por resonancia con el enlace doble.
Este radical centrado en un atomo de carbono reacciona con el O, y forma un radical
peroxido, R-COO" (Calvin, 1981).

Los radicales peréxido pueden reaccionar con cadenas laterales de otros
PUFAs adyacentes; se forma un radical alquilo (R’-CH’) y un peréxido lipidico (R-
COOH), con lo que se propaga la reaccién en cadena (Halliwell, 1994). Cuando se
produce este proceso, los acidos grasos que son esenciales para dar a la membrana
la fluidez que necesita, se pierden y la permeabilidad se altera, lo que puede
conducir a la célula a un proceso de muerte celular (Batellier et al., 2001).

La reaccién del H,O, con el Fe* produce el radical *OH, el cual a su vez
reacciona con las cadenas laterales de los aminoacidos adyacentes al sitio de unién

al metal de la proteina. La localizacion de la reaccion de oxidacion proteica se debe a
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la alta reactividad del radical hidroxilo, el cual no se difunde fuera del sitio donde se

genera, Sino que reacciona inmediatamente con los residuos cercanos.

1.1.5 Oxidacion de proteinas

En general, cualquier factor que ocasione estrés oxidante puede causar
oxidacion proteinica, por ejemplo, la disminucion en la eficiencia de los sistemas
antioxidantes de defensa, el aumento en la produccion de ERO, la disminucién en la
capacidad de reciclar las proteinas oxidadas o un aumento en la susceptibilidad de
las proteinas para ser oxidadas, por lo tanto, todas las proteinas son potenciales
blancos de oxidaciéon. Dentro de las principales modificaciones que sufren ante la
oxidacion son la pérdida de la actividad catalitica, modificaciones en aminoéacidos,
formacion de grupos carbonilo, alteracion de la estabilidad térmica, cambio en la
viscosidad, fragmentacion, formacion de enlaces covalentes inter o intraproteicos,
formacion de puentes disulfuro y mayor susceptibilidad a protedlisis. Aunque se ha
demostrado que individualmente algunos aminoacidos son mas susceptibles a
oxidarse que otros, una proteina, dependiendo de su conformacion tridimensional,
puede exponer 0 no esos aminodcidos a la oxidacion (Diaz-Acosta et al. 2006).

Las proteinas poseen diversos grupos con diferentes grados de oxidacion, los
cuales pueden sufrir varios grados de modificacion al exponerse ante agentes
oxidantes. Dependiendo de la ERO a la que se expongan las proteinas la oxidacion
puede ser especifica o inespecifica; reversible (formacion de puentes disulfuro,
glutationilacion, S-nitrosilacion) o irreversible (carbonilacién, ruptura de enlaces

peptidicos, nitracién, formacién de enlaces proteina-proteina). Existen modificaciones
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extensas en cadenas laterales de las proteinas, producto de la oxidacion, entre ellas
se encuentra la aparicion de grupos carbonilo (aldehidos y cetonas), oxidacion de
residuos de histidina a oxo-histidina y otros productos de degradacién, de fenilalanina
a orto y meta-tirosina, la conversion de metionina a metioninsulféxido o la
degradacion oxidativa de triptofano a quinureninas (Diaz-Acosta et al. 2006).

Se ha visto que la desnutricion provoca en el organismo alteraciones
anatomicas a nivel de o6rganos, caracterizadas macroscopicamente por atrofia y
disminucion del peso, particularidades que han sido confirmadas al identificarse en
organos como higado, intestino y timo (Velazco-Brito et al., 2013; Gavia-Garcia et al.,
2015). Sin embargo, en testiculo, cuya funcidon se considera fundamental para la
reproduccién y el desarrollo de las caracteristicas sexuales, alin no se cuentan con
datos sobre el posible efecto de la desnutricion sobre la estructura de este érgano y
tampoco se cuenta con conocimientos relacionados con la influencia que pudiera
tener la desnutricion sobre sistemas de proteccion, como el sistema de defensa

antioxidante y sobre el dafio oxidante en el mismo érgano.

1.1.6 Testiculo
El testiculo forma parte del aparato reproductor masculino en el que se
diferencian tres componentes principales (Urroz, 1991):
v El testiculo y conductos asociados (tubulos rectos, red testicular, conductillos
eferentes, conducto epididimario, conducto deferente y conducto eyaculador)
v' Las glandulas accesorias: la vesicula seminal, la préstata y la glandula

bulbouretral
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v' El pene

Los testiculos proceden del interior de la cavidad abdominal, a derecha e
izquierda de la columna lumbar, al lado de los rifiones. Hacia el tercer mes del
desarrollo fetal, los testiculos abandonan esta region y descienden por el conducto
inguinal, atravesando la pared abdominal, arrastrando consigo las bolsas que los
envuelve hasta su posicion definitiva (Urroz, 1991).

Los testiculos son dos glandulas ovoides tienen una consistencia dura y
elastica debido al escroto. La funcién principal del escroto es regular la temperatura
interna de las génadas mediante la contraccion involuntaria del musculo dartos
(musculo fino adherido al escroto). Los testiculos estan recubiertos por dos capas
serosas de la tunica vaginalis y una capa de tejido conectivo denso e irregular, que
constituye la tanica albuginea. De la tunica albuginea emergen trabéculas de tejido
conectivo que convergen en el mediastino ubicado en el centro del parénquima
testicular, y dividen al testiculo en un namero variable de lobulillos testiculares que
contienen de 1 a 4 tdbulos seminiferos contorneados. Los tubulos seminiferos se
unen a la salida de cada lobulillo, y forman los tubulos rectos agrupados en el
mediastino, que a su vez conforman la rete testis. De la rete testis sale una docena
de tubulos llamados vasos eferentes que convergen en la porcion dorsal del

mediastino para luego llegar a la cabeza del epididimo (Urroz, 1991).

1.1.6.1 Tipos celulares del testiculo

En el testiculo se encuentran tres compartimentos funcionales (Urroz, 1991):
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a. El compartimento intersticial, contiene las células de Leydig (que rodean cada
tubulo seminifero y lo bafian con un fluido rico en testosterona), macréfagos y
vasos sanguineos Yy linfaticos. Las células de Leydig derivan de las células
estromaticas mesenquimaticas. Se localizan fuera de los tubulos seminiferos,
responden al estimulo de la hormona luteinizante (LH; implicada en la sintesis
de testosterona). También contiene células mioides que rodean los tubulos
seminiferos y realizan la contraccion ritmica que provoca ondas peristalticas
gue ayudan a movilizar los espermatozoides y los liquidos testiculares a través
de los tubulos seminiferos. Actividad contractil estimulada por la oxitocina.

b. El compartimento basal, separado del compartimento intersticial por la lamina
propia testicular. En él se encuentran los tubulos seminiferos, en cuyo interior
se localizan las células de Sertoli (células de sostén). Dichas células proceden
del epitelio celomico. Se disponen envolviendo a las células germinales
(espermatogonias, espermatocitos y espermatides) durante su desarrollo,
estando intimamente ligadas al proceso de maduracion del esperma.
Responden a la hormona foliculo estimulante (FSH) y a la testosterona.

c. El compartimento adluminal, que incluye la porcion apical de las células de
Sertoli, los espermatocitos y espermétidas. Aqui ocurre la espermiogénesis

(diferenciacion de las espermatides a espermatozoides) (Urroz, 1991).

1.1.6.2 Funcioén testicular

El testiculo tiene dos funciones principales que son (Urroz, 1991):

35



a) La esteroidogénesis o secrecion de hormonas masculinas, como la
testosterona y la androsterona a través del proceso de esteroidogénesis, en
las células de Leydig.

b) La gametogénesis o produccién de espermatozoides a través del proceso de
espermatogénesis, en los tdbulos seminiferos. Considerada la funcion
primordial, y que por ella es destacado como un 6rgano importante en la

preservacion de la especie.
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2. ANTECEDENTES

La desnutricion es una condicion que ha sido estudiada desde hace tiempo, a
diferentes niveles. Por ejemplo, Federico GOmez (1956) propuso la primera
clasificacion antropométrica basada en un indicador (peso para la edad) y sobre esta
base, forj6 la clasificacion que aun se emplea a nivel mundial (Frenk, 2009).

En 1933 Cecily William describié un sindrome que ella denomind Kwashiorkor
y lo atribuydé a un déficit de proteinas en las dietas (Bengoa-Lecanda, 2003). En la
década de los 60’s y 70’s se reportaron por primera vez los niveles de sistemas
antioxidantes enzimaticos como no enzimaticos en nifios con desnutricion. McLaren y
cols. (1969) y Smith y cols. (1973) encontraron en plasma de nifios desnutridos
disminuida la concentracion de carotenos. Por otro lado, en nifios con Kwashiorkor,
Burk y cols. (1967) observaron en plasma que la concentracién de selenio (Se) esta
disminuida, lo que coincide con lo reportado por Golden y cols. (1987), quienes
ademas de encontrar disminuido el Se en nifios desnutridos, también encontraron
una disminucion de la vitamina E, vitamina A y carotenos, en la actividad de la
enzima SOD y disminucion del GSH en eritrocitos.

En otro estudio en el cual se analizaron los niveles de SOD en eritrocitos y
GPx en sangre de nifios con Marasmo y Kwashiorkor realizado por Shaaban y cols.
(2002), se determindé que, igualmente los niveles de estas enzimas estaban
disminuidos. Se propuso que pudiera deberse a los niveles deficientes de Cu®* y
Zn?*, oligoelementos conocidos por ser parte integral de la enzima SOD CuZn; en
tanto que la actividad de GPx estaba disminuida, por la deficiencia de Se, elementos

gue se obtienen a partir de la dieta. Velazco-Brito y cols. (2013), indujeron
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desnutricion moderada en ratas Wistar albinas a partir de los 28 dias de nacidas
durante cuatro semanas. Los resultados obtenidos son semejantes a los antes
mencionados, ya que la actividad de SOD y CAT en el suero de estas ratas estaba
disminuida. Este mismo estudio propone que la desnutricién es una condicién que va
acompafada de la disminucion de peso de 6rganos como el higado y el intestino
delgado.

En otros estudios (Ashour et al., 1999; Agudelo et al., 2006) se encontré que la
ceruloplasmina, esta disminuida tanto en nifios con Marasmo como en nifios con
Kwashiorkor, proponiéndose que tal situacién podria promover la presencia de Cu?
libre en plasma, y aumentar la produccion de radicales libres con el consecuente
incremento en la oxidacion. La transferrina fue analizada por Velasquez-Rodriguez y
cols. (2007), quienes reportaron la existencia en nifios con desnutricidbn de tipo
Kwashiorkor, de altas concentraciones de hierro libre en plasma; siendo el higado y
la médula 6sea, los 6rganos con depoésitos aumentados de este elemento. Lo
anterior se asocié con bajas concentraciones de transferrina, reportando un posible
riesgo de estrés oxidante.

Matheus-Cortéz y cols. (2009) emplearon como modelo experimental a
ratones, a los que mantuvieron bajo restriccion nutricia durante los 84 dias iniciales
de su vida. Determinaron la actividad enzimatica de SOD, asi como la concentracion
de GSH, en higado. Los resultados mostraron que tanto la actividad de SOD como la
concentracion de GSH estan disminuidas bajo restriccion nutricia. Albrecht y cols.
(1995), confirmaron que, la deficiencia de nutrientes disminuye la proteccion

antioxidante, lo cual fue corroborado por Bosnak y cols. (2010), quienes encontraron
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disminuida la concentracion de GSH y la actividad SOD y CAT en eritrocitos de nifios
con Marasmo en comparacion con nifios bien nutridos, indicando que la deficiencia
en la concentracion y actividad, respectivamente, de estas moléculas resulta en un
aumento en los niveles de lipoperoxidacion. Mencionan también que estas
alteraciones pueden atribuirse a la ingesta insuficiente de micronutrientes (zinc,
selenio, cobre) y vitaminas (E, C y A), permitiendo asi un incremento del estrés
oxidante y un decremento de la defensa antioxidante.

Los estudios mencionados, han analizado el efecto de la desnutricion sobre el
sistema de defensa antioxidante, en su mayoria, en eritrocitos o plasma de nifios con
tal patologia. Sin embargo, poco se ha determinado a nivel de otros 6rganos, ya sea
en cuanto al sistema de defensa antioxidante o en cuanto a oxidacion de lipidos y
proteinas. Lo Unico que se sabe es que existe una modificacion del peso (Velazco-
Brito et al., 2013). Estudios como el de Matheus-Cortéz (2009) y el de Gavia-Garciay
cols. (2015) han empleado como modelo biolégico a la rata, con la finalidad de
evaluar el efecto que tiene la desnutricion en érganos como el higado y el timo. Asi
se tiene que, en timo de ratas lactantes desnutridas se encontré disminuida la
expresion y actividad de enzimas antioxidantes como SOD, CAT y GPx, asociados a
un incremento en los niveles de lipoperoxidacion, lo que puede ser atribuido a la
disminucion de la defensa enzimatica antioxidante.

Zambrano y cols. (2005), estudiaron el efecto de la desnutricion inducida por
una dieta baja en proteinas en ratas durante el periodo de la gestacion y la lactancia.
Las repercusiones de esta dieta se analizaron en las crias al llegar a la edad

reproductiva. Reportando como primer dato que las crias al nacer presentan un peso
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corporal disminuido. Estas crias en fase reproductiva presentaron una actividad
sexual y cantidad de espermatozoides disminuida, resultados que los llevaron a
concluir que la restriccion de proteinas en la dieta materna durante la gestacion y
lactancia retrasa la maduracion sexual en ratas macho adultas.

La diferencia de los trabajos antes mencionados con respecto a éste, consiste
en que aqui se evaluo el sistema de defensa antioxidante, asi como el dafio oxidante
y a ambos se les tratdé de relacionar con dafo a nivel tisular de un 6rgano que no
habia sido previamente estudiado como es el testiculo de ratas a las que se les

indujo desnutricién durante la lactancia.

3. JUSTIFICACION

La desnutricién se considera un grave problema de salud publica debido a la
alta prevalencia que presenta y a que es un factor que afecta el equilibrio dindmico
de quien la padece. Caracteristicas por las cuales ha sido motivo de un amplio
estudio, tanto en adultos como en nifios. El estudio del efecto de esta condicion en
infantes se considera un punto importante de investigacion ya que es en esta etapa
de la vida en la que el organismo se encuentra en pleno desarrollo y crecimiento,
adquiriendo madurez en los diferentes niveles de organizacion de un ser vivo, para lo
cual necesita del aporte adecuado y suficiente de nutrientes. Peculiaridades que
permitirdn que el organismo en edad adulta, lleve a cabo sus funciones de manera
Optima.

Se han evaluado diferentes pardmetros en nifilos con desnutricion. Por

cuestiones éticas es imposible investigar el efecto de la desnutricibn a nivel de
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organos, solo es posible investigarlo a nivel sistémico. Por ejemplo, se ha encontrado
que la desnutricibn en nifios estd relacionada con una defensa antioxidante
enziméatica disminuida en eritrocitos, pero a nivel de 6rganos es desconocido. Es por
ello que se ha hecho indispensable el uso de modelos bioldégicos, como la rata, con
la finalidad de explicar, entender y dar a conocer la gravedad que trae consigo esta
condicion. De esta manera se encontro que en el timo de ratas lactantes desnutridas
el sistema de defensa antioxidante esta disminuido, resultando en dafio oxidante de
biomoléculas, lo cual podria inducir la atrofia de este 6rgano, asi como también
promover que la funcion se vea alterada permitiendo que el organismo sea
susceptible a enfermedades, o que supondria que en edad adulta sera propenso a
un mayor ataque de infecciones.

Estos estudios preliminares permiten cuestionar si la desnutricion durante la
lactancia, tendra un efecto diferencial sobre los distintos érganos que conforman un
organismo, con respecto al sistema de defensa antioxidante. Es asi como surge el
interés por investigar aspectos de proteccion antioxidante, de dafio oxidante y de
posible dafio a nivel tisular en el testiculo de ratas sometidas a desnutricion durante
la lactancia, ya que es un dérgano de gran importancia por su funcién, ser el
encargado de producir espermatozoides maduros con la finalidad de que éstos
puedan depositar su genoma haploide en el ovocito para asi combinarse con el
genoma haploide femenino iniciando el desarrollo de una nueva generacién,

permitiendo la continuidad de la especie.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢,Como afectara la desnutricion la capacidad de respuesta antioxidante en

testiculo de ratas durante la lactancia?

5. HIPOTESIS
Bajo el efecto de la desnutricion el testiculo de ratas lactantes presenta un
sistema de defensa antioxidante enzimatico disminuido y dafio oxidante en lipidos y

proteinas, asi como dafio en su morfologia estructural.

6. OBJETIVO GENERAL
Determinar el dafio oxidante y los mecanismos de la respuesta antioxidante en

testiculo de ratas lactantes desnutridas.

6.1. Objetivos Particulares

1. Determinar si la desnutricibn esta relacionada con cambios en los niveles de
expresion y la actividad enzimética de las diferentes proteinas que participan en la
respuesta antioxidante en testiculo de ratas lactantes desnutridas.

2. Determinar si la desnutricion incrementa el dafio oxidante en lipidos y proteinas en
testiculo de ratas lactantes.

3. Analizar si la desnutricion esta relacionada con dafio a nivel de la morfologia de
estructuras testiculares de ratas lactantes.

4. Establecer en testiculo de ratas lactantes si existe un impacto diferencial entre la

desnutricion de primero, segundo y tercer grado sobre la expresion y actividad
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enzimatica de proteinas con funcién antioxidante, sobre el dafio oxidante en

lipidos y proteinas, asi como sobre el dafio morfologico estructural.

7. MATERIAL Y METODOS
7.1 Desnutricion experimental

Se emplearon ratas de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) de la colonia del
Bioterio de la UAM-X. La desnutricidn se indujo por el método de competencia de
alimento durante la lactancia. El cual se basa en la reduccion de la cantidad de
alimento disponible por cria. Para tal efecto, se distribuyeron al azar las crias al dia
siguiente de su nacimiento, en dos lotes: lote experimental (desnutridas), en la cual
se colocaron 15 crias con una nodriza y el lote control o testigo (bien nutridas), con 6
crias con su respectiva nodriza. Las crias se pesaron cada tercer dia, desde el dia
uno hasta los 21 dias de edad (dia del destete) (Ortiz et al., 1996). Se consideraron
con desnutricion de primer grado (DN1) cuando presentaron un déficit de peso
corporal entre el 10-24%, de segundo grado (DN2) cuando el déficit de peso se
presentd entre el 25-39% y de tercer grado (DN3) con un déficit de peso del 40% o
mas, con respecto al promedio de las bien nutridas de la misma edad (Gémez et al.,

1956).

7.2 Diseccién de testiculos
Al cabo de 21 dias se sacrificaron las ratas de ambos lotes por dislocacién
cervical. Técnica aceptada, ya que induce inconciencia rapida y no contamina tejidos.

Asimismo, se cumplié con las reglas de ética para el trato de animales, los cuales se
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mantuvieron en instalaciones con adecuada temperatura, humedad, ventilacién,
iluminacién y en cajas con espacio adecuado, asi como con alimentacion y bienestar
psicologico (NOM-062-Z0O0-1999). Se disectaron los testiculos bajo condiciones
asépticas. Se lavaron perfectamente con un amortiguador de fosfatos salino (PBS),
se almacenaron en tubos Eppendorf estériles, posteriormente se sumergieron en

nitrogeno liquido a -70°C y se almacenaron a -96°C, hasta su procesamiento.

7.3 Extraccién y cuantificacion de proteina

De los testiculos almacenados, se cortd un trozo de aproximadamente 100 mg
de tejido, el que se depositd en buffer de lisis, se maceraron en un tubo Eppendorf
sobre hielo, con un politron. EI macerado se detuvo al momento en que el tejido dejo
de ser visible (aproximadamente 20 segundos). Se centrifugaron a 14,000 x g
durante 20 minutos en frio (4°C), recuperando el sobrenadante. Se cuantificaron las
proteinas totales por medio del Método de Bradford (1976). El cual consiste en tomar
una alicuota de 1uL de la muestra a la que se le adiciona el reactivo de Bradford,
homogenizando en celdas de plastico nuevas con agua destilada. Se leyo la
absorbancia a 595 nm en el espectrofotometro. La cuantificacion se realiz6 mediante

una interpolacion en una curva patron de albumina sérica bovina (BSA).

7.4 Determinacion de la expresion de SOD Cuzn, CAT, GPx-1y GR
La expresion de estas proteinas se determind mediante la técnica de Western
Blot. Para llevar a cabo este método se tomaron 30 ug de proteina, necesarios para

la electroforesis, es decir, la separacion de macromoléculas mediante el uso de geles

44



de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (Towbin et al., 1979). Después
las macromoléculas ya separadas en funcién de su diferente peso molecular fueron
transferidas a una segunda matriz, a una membrana de PVDF (Burnette, 1981).
Posteriormente, se saturaron (blogueo) todos los lugares de union de proteinas de la
membrana no ocupados, para evitar la unidbn no especifica de anticuerpos. La
membrana se lavdo con TBS-Tween 20 para retirar el exceso de la solucion
bloqueadora. Se incub6 la membrana con anticuerpos primarios contra las proteinas
SOD CuZn (2:1000), CAT (1:1000), GPx-1 (2:1000) y GR (1:1000) durante 12 horas
en frio (8°C). Después la membrana se lavdé con TBS-Tween 20 para retirar el
exceso del anticuerpo primario. La membrana se incub6 nuevamente con los
anticuerpos secundarios para SOD CuZn (1:1400), CAT (1:2000), GPx-1 (1:2000) y
GR (1:2000) durante una hora 'y media en frio (8°C).

Finalmente, se afiadié un sustrato quimioluminiscente (Immobilion™ Western.
Chemiluminescent HRP substrate. Millipore Corporation, Billerica) que al combinarse
con la enzima correspondiente produjo luz como producto final, la cual se detectd
mediante un fotodocumentador (KODAK Gel Logic 1500 Imaging System. E.U.A),
sistema de revelado de bandas de proteinas marcadas con el complejo de

anticuerpos.

7.5 Determinacion de la actividad enzimatica de SOD Cuzn, CAT y GPx total
La actividad enzimética de SOD CuZn, CAT y GPx total se determin6 a partir
del sobrenadante obtenido de la extraccion de proteinas. La actividad de SOD CuZn

se determiné por el Método de Paoletti (1986). En donde se utilizd el sistema
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xantina/xantina oxidasa como generador constante del radical superoxido, el cual, al
entrar en contacto con el nitroazul de tetrazolio (NBT) lo reduce y formando un
producto llamado formazan, cuyo cambio de color se detectd6 mediante
espectrofotometria a 560 nm, cuando la SOD CuZn inhibié la reduccion del NBT. Las
lecturas que se llevaron a cabo fueron una lectura cada 30 segundos durante 5 min.

La actividad de CAT, mediante el Método de Aebi (1984) que consiste en
medir la descomposicion enzimatica del H,O, directamente por decrecimiento de la
absorbancia a 240 nm. La actividad de la enzima CAT se determin6 midiendo el
consumo de H,0O, en un medio que contuvo 1mL de sustrato (H,0,, 0.05% en buffer
de fosfatos 50mM, pH 7). La absorbancia inicial de esa mezcla debié encontrarse en
el rango de 0.45-0.5) y 1uL del sobrenadante. Los resultados se expresaron como
U/mg de proteina, lo que indica que una unidad es definida como la cantidad de
enzima que puede descomponer un pumol de H,O, por minuto a 25°C y a pH = 7. Se
analizaron las muestras por triplicado y se registrd la absorbancia cada 10 segundos
durante 2 minutos.

La actividad de GPx total se determiné mediante la catalizacion del H,O, en
H,O, mediada por glutatiéon reducido; se monitore6 la reduccion del NADPH al
mantener constantes los niveles de glutatién reducido (Folhé y Glnzler, 1984). Se
registr6 el cambio en la absorbancia a 340 nm cada 3 segundos durante 40

segundos, analizando las muestras por triplicado.
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7.6 Determinacion del cociente GSH/GSSG

El contenido de glutation reducido (GSH) y disulfuro de glutation (GSSG) se
determind por la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC), siguiendo
el protocolo descrito por Farris (1987), con algunas modificaciones. 100 mg de tejido
fueron colectados en 1 mL de &cido clorhidrico/BPDS (APC/BPDS 1mM (Sigma, St.
Louis, EUA)) y disgregado sobre hielo por 30 s; la suspension fue centrifugada a 10
000 x g por 10 min a 4°C. Enseguida se utilizo el extracto puro a una diluciéon 1:10
con PBS, sin transformar. Se tomaron 100 uL de cada muestra y fueron inyectadas al
sistema de HPLC (Waters) y separados por una columna Zorbax Eclipse XDB-C18
de 4.6 x 250 mm y 5 ym de particula, utilizando como fase maovil acetonitrilo al 1% y
buffer de fosfato de potasio (KH,PO,) 20 mM; pH = 2.7. Los eluidos fueron
analizados por deteccion ultravioleta a 265 nm. El area bajo la curva se determiné
mediante el uso de estandares de GSH/GSSG partiendo de diferentes

concentraciones (10, 25, 50, 100, 200 y 400 uM).

7.7 Evaluacién de los niveles de lipoperoxidacion

La lipoperoxidacion se evalu6 mediante la deteccion de la concentracion de
malondialdehido (MDA), usando un kit (No. Catdlogo MAK085 SIGMA-ALDRICH). La
lipoperoxidacion se determind por la reaccion de MDA con el acido tiobarbitdrico
(TBA), en la que se form6 un producto colorimétrico (492 nm), cuya intensidad fue
proporcional al MDA presente. La concentracion de MDA en cada muestra se calcul6
utilizando una curva estandar generada de cantidades conocidas de MDA (0, 4, 8,

12, 16 y 20 nmol) y se presentaron como nmol de MDA/L. Esta determinaciéon se
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realizé por duplicado para cada muestra. Analizandose en un lector de placas de
pocillos multiples espectrofotométrico (lector de Elisa) midiendo la absorbancia a 532

nm.

7.8 Determinacion de la oxidacion de proteinas

La oxidacion de proteinas se determino siguiendo el Método de Levine y cols.
(1990), mediante la cuantificacion del contenido de carbonilos en proteinas. Este
método se basa en que el 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) es capaz de unirse
covalentemente a los grupos carbonilo, para dar lugar a hidrazonas estables como el
dinitrofenilo (DNP). El grupo DNP fue detectado espectrofotométricamente debido a
gue exhibe un espectro de absorcidn caracteristico con una absorbancia maxima a

365-375 nm.

7.9 Morfometria del testiculo

Se disectaron los testiculos bajo condiciones asépticas, se despojaron de la
grasa circundante, se lavaron perfectamente con un amortiguador de fosfatos salino
(PBS) y se calcul6 el peso promedio de los mismos expresado en gramos (Q).
Inmediatamente después se fijaron por inmersion en fijador de Botin durante 24 h.

Los testiculos inmersos en el fijador Botin se lavaron con una solucion de
alcohol etilico al 70%, se deshidrataron en bafios sucesivos en soluciones de
concentracion crecientes de alcohol etilico (80%, 96%, absoluto). Seguido, los

testiculos deshidratados se aclararon con xilol.
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Utilizando un micrétomo (Leica Instruments GmbH) se obtuvieron cortes de 5
pum, que fueron tefiidos con H-E, para ser observados al fotomicroscopio Axioskop2
(Carl Zeiss, 801983, Durchlicht Mikroskop DIC). El andlisis morfométrico de los
tibulos seminiferos incluy6 el area total de los tabulos seminiferos (Arteaga et al.,
2013). Las mediciones se realizaron en 30 tubulos seminiferos por muestra, 10
tubulos de la parte craneal, 10 de la parte media y 10 de la parte caudal, mediante el
programa AxioVision Rel 4.8. Las fotomicrografias se obtuvieron mediante la camara

AxioCam MRc5 Zeiss integrada al microscopio.

8. ANALISIS BIOESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron expresados como el promedio = E. E. de los
diferentes ensayos. Las diferencias entre los grupos experimentales (DN1, DN2 y
DN3) con respecto al grupo control (BN) fueron evaluadas empleando el estadistico
Prueba de Tukey-Kramer, a través del programa estadistico NCSS 2007 para
Windows version de software 7.0 (NCSS Statistical Software, Kaysville, UT, USA).

Considerandose diferencias significativas cuando p<0.05.

9. RESULTADOS
9.1 Peso corporal

Una camada del grupo desnutrido (DN) estuvo formado por 16 ratas, en tanto
gue una camada del grupo bien nutrido (BN) se formé por 6 ratas. En la Figura 1 se
muestran los promedios * E. E. del peso corporal de una camada de estas ratas DN

y BN desde el dia uno hasta al dia 21. Observandose que el grupo DN, presenta un
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déficit del peso desde el dia tres, el cual persistido hasta el dia 21, en comparacion

con el grupo control (BN).
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Figura 1. Peso corporal (g) de ratas Bien Nutridas (BN) y Desnutridas (DN) desde el dia
1 de nacimiento hasta el dia 21. BN n=6 y DN n=15. Diferencias estadisticamente significativas al

comparar el grupo desnutrido (DN) vs el grupo control (BN) (*p<0.05).

9.2 Grado de desnutricion

Para evaluar los déficits de peso entre las diferentes camadas se realizo el
analisis de una camada BN las que presentaron un peso corporal promedio de 53.96
g vy las ratas de una camada del grupo DN. Las ratas con DN1 presentaron un peso
corporal promedio de 44.58 g, ratas con DN2 tuvieron un peso corporal promedio de
37.15 g y las ratas con DNS3 tuvieron un peso corporal de 26.8 g. El déficit de peso
corporal que presentaron las ratas, mediante el cual se clasificaron en DN1, DN2 y
DN3 (17.38%, 31.16% y 50.33%, respectivamente) se observan en la gréafica de la
Figura 2. Los que se establecieron comparando el peso promedio de las ratas DN

con el peso promedio de las ratas BN. En la Figura 2 se muestra el peso corporal de
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los grupos de ratas con diferentes grados de DN y BN a los 21 dias de nacidas. En
esta figura se muestra la existencia de diferencias estadisticamente significativas
entre el peso de los diferentes grados de desnutricion con el grupo control, asi como
entre los grupos.
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GRADOS DEDN y BN

60 - l § I

2 I §

@ 50

@ i [ |

8 §

O I 1
U m 40 o *
- 2 T

E n

o = *
a o 301

b Z T
=)

o Fi‘ 20 -

E E 17.38% 31.16% 50.33%
wi

. 10 A

Ll

+
X

0 E
BN DN1 DN2 DN3

Figura 2. Peso corporal (g) de ratas Bien Nutridas (BN, n=6) y con diferentes grados de
desnutricion a los 21 dias de nacidas. Ratas desnutridas de primer grado (DN1, n=6), ratas
desnutridas de segundo grado (DN2, n=6), ratas desnutridas de tercer grado (DN3, n=6).
Diferencias estadisticamente significativas comparadas con el grupo control (*p<0.05) y entre

grupos de ratas desnutridas (§p50.05).

9.3 Peso testicular

El peso del testiculo de ratas se registré a los 21 dias de edad. Los pesos
correspondientes fueron 0.36 g para ratas BN, 0.28 g para ratas DN1, 0.25 g para
ratas DN2 y 0.16 g para ratas DN3. Teniendo déficits de peso del 22.58 %, 28.57% y
55.76%, respectivamente, en comparacion con el peso del testiculo de las ratas BN.

La Figura 3, muestra la disminucion del peso testicular en los tres grupos de ratas
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DN y en el grupo BN, se sefiala el nimero de veces que disminuyo el peso en cada

grupo experimental con respecto del grupo control. Las DN1, DN2 y DN3 presentaron

diferencia estadisticamente significativa en el peso del testiculo contra las BN. Entre

los tres grados de desnutricion las DN1 y las DN2 fueron estadisticamente diferentes

alas DN3.
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Figura 3. Peso testicular (g) de ratas lactantes con desnutricion de primer grado (DN1,
n=6), de segundo grado (DN2, n=6) de tercer grado (DN3, n=6) y bien nutridas (BN, n=6).
Diferencia entre las BN y las desnutridas (*p<0.05). La comparacion entre los grupos de
desnutridas s6lo mostré diferencia estadisticamente significativa para DN3 vs DN1 y DN2

(§p50.05). 1.2, 1.3y 2.1 numero de veces que disminuyé el peso testicular de las ratas desnutridas

con respecto al peso testicular de las BN.

9.4 Expresioén de la proteina SOD CuZn

1.3

2.1

El andlisis de la expresion de la enzima SOD CuZn se evalué en testiculos de

las ratas lactantes BN, DN1, DN2 y DN3. Como lo muestra la Figura 4, el revelado de

bandas indicé que la proteina SOD CuZn se encontré expresada en cada uno de los
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grupos con diferente grado de DN, asi como en el grupo BN. Se observé que la
expresion de esta enzima fue menor conforme el grado de DN es mayor, a pesar de
ello, no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes grados de DN.
Aunque, se presentaron diferencias significativas al comparar los grupos

experimentales con el grupo BN.
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Figura 4. Expresion de la proteina superoxido dismutasa dependiente de CuzZn (SOD
CuZn) en testiculo de ratas lactantes con desnutricion de primer grado (DN1, n=6), de segundo
grado (DN2, n=6) de tercer grado (DN3, n=6) y bien nutridas (BN, n=6). Diferencias significativas al
comparar la expresion de SOD CuZn de los diferentes grados de DN con el grupo BN (*p<0.05).
Entre los grupos de ratas desnutridas no hubo diferencias estadisticas.

9.5 Actividad enzimética de SOD CuZn

La actividad enzimética de SOD CuZn se analizé en testiculos de ratas BN,
DN1, DN2 y DN3. Esta actividad se aprecia en la Figura 5, la cual indica que la
actividad de la proteina esta disminuida en cada uno de los grupos experimentales

con respecto a la actividad de la enzima en el grupo BN. Se presentaron diferencias
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significativas al comparar los distintos grados de DN con el grupo control y no

existieron diferencias significativas entre grupos desnutridos.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE SOD CuZn
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Figura 5. Actividad enzimatica de superdxido dismutasa dependiente de CuzZn (SOD

CuZzn) en testiculo de ratas lactantes desnutridas de primer grado (DN1, n=8), de segundo grado
(DN2, n=8) de tercer grado (DN3, n=8) y bien nutridas (BN, n=8). La actividad enzimética de SOD
CuZn se observa disminuida significativamente en las ratas con DN respecto de las BN (*p<0.05).

No hubo diferencias significativas entre los grupos de ratas desnutridas.

9.6 Expresion de la proteina CAT

En testiculos de ratas BN, DN1, DN2 y DN3 se analiz6 la expresiéon de CAT.
Se observa en la Figura 6 el revelado de bandas de la proteina CAT, indicando que
CAT se encuentra presente tanto en testiculo de ratas BN como en las DN, sin
embargo esta expresion, al igual que SOD CuZn, fue menor conforme el grado de
DN fue mayor. Se presentaron diferencias significativas al comparar los grupos
experimentales con el grupo control, no obstante, no existieron diferencias entre los

diferentes grados de DN.
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Figura 6. Expresién de la catalasa (CAT) en testiculo de ratas lactantes con
desnutricion de primer grado (DN1, n=6), de segundo grado (DN2, n=6) de tercer grado (DN3, n=6)
y bien nutridas (BN, n=6). Diferencias significativas al comparar la expresion de los diferentes
grados de DN con el grupo BN (*p<0.05). Entre los grupos de desnutridas no hubo diferencia

estadistica.

9.7 Actividad enzimatica de CAT

Se determind la actividad de CAT en testiculos de ratas lactantes tanto BN

como DN1, DN2 y DN3. Se observa en la Figura 7 que la actividad enzimatica de

CAT disminuyé en todos los grupos con DN respecto al grupo BN. Presentandose

diferencias significativas al comparar los diferentes grados de DN con el grupo BN,

ademas de que no existieron diferencias significativas entre los grupos con DN.
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Figura 7. Actividad enzimatica de catalasa (CAT) en testiculo de ratas lactantes con
desnutricion de primer grado (DN1, n=6), de segundo grado (DN2, n=6), de tercer grado (DN3,
n=6) y bien nutridas (BN, n=6). La actividad enzimatica de CAT se observa disminuida
significativamente en las ratas con DN respecto de las BN (*p<0.05). Diferencias significativas no
se encontraron entre los grupos de ratas desnutridas.

9.8 Expresion de la proteina GPx-1

Se evalud la expresién de esta proteina con funcién antioxidante en testiculos
de ratas lactantes BN y con diferente grado de DN. La enzima glutation peroxidasa 1
o citosdlica (GPx-1), tal como lo indica el revelado se encontr6 expresada en ratas
BN y DN. El resultado de esta evaluacién se observa en la Figura 8, la cual indica
gue la expresion es menor en testiculo de ratas lactantes con diferente grado de DN
comparado con la expresion observada en testiculo de ratas BN de la misma edad,
encontrando diferencias estadisticamente significativas. No obstante, no hubo

diferencias significativas entre los grupos DN1, DN2 y DN3.
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Figura 8. Expresion de la glutation peroxidasa-1 (GPx-1) en testiculo de ratas lactantes
con desnutricion de primer grado (DN1, n=6), de segundo grado (DN2, n=6) de tercer grado (DN3,
n=6) y bien nutridas (BN, n=6). Diferencias significativas existen al comparar los diferentes grados

de DN con el grupo BN (*p<0.05). No hubo diferencia estadistica entre los grupos de desnutridas.

9.9 Actividad enziméatica de GPx total

El andlisis de la actividad enzimatica de GPx total se establecié en testiculos
de ratas BN, asi como en testiculo de ratas DN1, DN2 y DN3. En este caso se
observa en la Figura 9 que la actividad de GPx total se encontré elevada en los
grupos con diferente grado de DN con respecto a lo encontrado en el grupo BN.
Presentando diferencias estadisticamente significativas entre los grupos desnutridos
con el grupo BN. Por el contrario, no se presentaron diferencias significativas al
comprar la actividad de GPx total entre los tres diferentes grados de DN. A pesar de
encontrar una expresion disminuida de esta enzima en ratas con DN1, DN2 y DNS3,

tal como se observa en la Figura 8.
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Figura 9. Actividad enzimatica de glutation peroxidasa (GPx) total en testiculo de ratas
lactantes desnutridas de primer grado (DN1, n=8), de segundo grado (DN2, n=8) de tercer grado
(DN3, n=8) y bien nutridas (BN, n=8). La actividad enzimética de GPx total se observa aumentada
significativamente en las ratas con DN respecto de las BN (*p<0.05). Diferencias significativas no
se encontraron entre los grupos de ratas desnutridas.

9.10 Cociente GSH/GSSG

Se determiné la relacion glutation reducido/glutation oxidado (GSH/GSSG)
tanto en testiculo de ratas lactantes BN como en testiculo de ratas lactantes DN. Se
observo este cociente disminuido en testiculo de ratas lactantes con DN1, DN2 y
DN3 al compararse con BN. No hubo diferencias al comparar este parametro entre
los tres diferentes grados de DN, tal como se observa en la Figura 10. Por otro lado,
se aprecia que al comparar el cociente de los grupos desnutridos con el cociente del

grupo BN se hallaron diferencias significativas.
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Figura 10. Relacion GSH/GSSG en testiculo de ratas lactantes con desnutricion de
primer grado (DN1, n=5), desnutricion de segundo grado (DN2, n=5), desnutricién de tercer grado
(DN3, n=5) y bien nutridas (BN, n=5). Diferencias significativas existen al comparar los diferentes
grados de DN con el grupo BN (*p<0.05). No se observo diferencia estadistica entre los grupos de

desnutridas.

9.11 Expresion de la proteina Glutation reductasa

Se analiz6 este pardmetro en testiculos de ratas BN y en ratas DN1, DN2 y
DN3. La Figura 11 muestra que, de acuerdo al revelado de bandas, se encuentra
presente la proteina glutation reductasa (GR), la cual participa en la reduccién del
glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH), para que la enzima GPx
contintie con su actividad y el cociente GSH/GSSG se mantenga inclinado a favor del
GSH manteniendo el estado redox adecuado, asi como, el tripéptido GSH lleve a
cabo procesos como antioxidante no enzimatico, se encontr6 aumentada en testiculo
de ratas lactantes con DN1, DN2 y DN3, de acuerdo a lo observado en testiculo de

ratas lactantes BN. Al comparar entre grupos experimentales no se encontrd

59



diferencia significativa, sélo hubo diferencia significativa al comparar los grupos

desnutridos con el grupo control.
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Figura 11. Expresion de la proteina Glutatién reductasa (GR) en testiculo de ratas

lactantes con desnutricion de primer grado (DN1, n=5), desnutricién de segundo grado (DN2, n=5),
desnutricion de tercer grado (DN3, n=5) y bien nutridas (BN, n=5). Al comparar los diferentes
grados de desnutricion con el grupo bien nutrido se encontraron diferencias significativas (*p<0.05).

No hubo diferencia estadistica entre los grupos de desnutridas.

9.12 Niveles de lipoperoxidacion

La concentracion de malondialdehido (MDA) se analiz6 en testiculos de ratas
BN, asi como en testiculos de ratas DN1, DN2 y DN3. En este estudio se observo
gue los grupos con DN1, DN2 y DN3 presentaron niveles de LPO mas elevados que
el grupo BN, es decir, se encontré una concentracion de MDA elevada en cada uno
de los grupos desnutridos en relacién con el grupo BN, presentando diferencias
estadisticamente significativas de todos los grados de DN con respecto al grupo

control, tal y como se aprecia en la Figura 12.
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Figura 12. Niveles de lipoperoxidacion (malondialdehido (MDA)) en testiculo de ratas

lactantes con desnutricion de primer grado (DN1, n=8), desnutricién de segundo grado (DN2, n=8),
desnutricion de tercer grado (DN3, n=8) y bien nutridas (BN, n=8). Diferencias significativas al
comparar los diferentes grados de DN con el grupo BN (*p<0.05). No se observo diferencia

estadistica entre los grupos de desnutridas.

9.13 Carbonilacién de proteinas

El contenido de carbonilos totales en proteinas de testiculo de ratas lactantes
se evalu6 tanto BN como con DN1, DN2 y DN3. Se aprecia en la Figura 13 que los
grupos con DN1, DN2 y DN3 presentaron un contenido de carbonilos totales mas
elevados que el grupo BN, presentando diferencias estadisticamente significativas de
todos los grados de DN con respecto al grupo control, a su vez, no se encontraron
diferencias significativas al comparar el contenido de carbonilos totales entre los

diferentes grupos experimentales.
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Figura 13. Contenido de carbonilos totales en testiculo de ratas lactantes con

desnutricion de primer grado (DN1, n=8), desnutricion de segundo grado (DN2, n=8),
desnutricion de tercer grado (DN3, n=8) y bien nutridas (BN, n=8). Diferencias significativas al
comparar los diferentes grados de DN con el grupo BN (*p<0.05). Entre los grupos de

desnutridas no se observé diferencia estadistica.

9.14 Morfologia testicular

Se realizaron cortes histologicos de testiculos de ratas lactantes BN y
desnutridas, utilizando el equipo Axioskop2 (Carl Zeiss, 801983, Durchlicht
Mikroskop DIC) se determind el area de los tubulos seminiferos, tanto del grupo
control como experimental, asi como también se obtuvieron fotomicrografias de cada
grupo, de las que se tomaron ejemplos de los tubulos a los cuales se les realizé la
medicién correspondiente (Figura 14). El resultado conseguido de la medicién de 30
tubulos seminiferos analizados por muestra se aprecia en la Figura 15, figura que
evidencia que el promedio + E. E. del area de tubulos seminiferos de testiculo de

ratas BN es mayor con respecto al area del tibulo seminifero de testiculo de ratas
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con diferente grado de DN, encontrando diferencias significativas entre estos grupos.

Por otro lado, no se presentaron diferencias al comparar el area del tabulo seminifero

entre los grupos experimentales.

i 75 i
Figura 14. Foté}nicrografias de secciones ol‘
10x). 30 tdbulos por n, obtenidas de ratas lactantes. (A) Morfologia de tibulos seminiferos de
rata lactante bien nutrida (BN). (B) Morfologia de tiibulos de ratas lactantes de primer grado de
desnutricion (DN1), (C) desnutricion de segundo grado (DN2) y (D) desnutricion de tercer grado
(DN3). Observando un diametro reducido de los tubulos de las ratas desnutridas con respecto

al diametro del tabulo de ratas BN, asi como también se observa una disminucion del epitelio

as sagitales de testiculo (1.2X y

seminifero. Tincion hematoxilina y eosina. Barra de escala 500 um. (Tubulos sefialados con

flecha).
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Figura 15. Area total del tibulo seminifero (30 tlbulos por n) de testiculo de ratas
lactantes con desnutricién de primer grado (DN1, n=6), desnutricién de segundo grado (DN2,
n=6), desnutricion de tercer grado (DN3, n=6) y bien nutridas (BN, n=6). Diferencias
significativas al comparar el area total de los diferentes grados de DN con el grupo BN
(*p=0.05). Entre los grupos de desnutridas no se observo diferencia estadistica.

10. DISCUSION

Los resultados obtenidos mostraron que el método de competencia de
alimento resulté altamente eficiente, debido a que hubo una disminucién en la
ganancia de peso corporal en las ratas desnutridas en comparacion con el peso de
las BN y que fue muy claro a los 21 dias de iniciado el proceso de DN. Esto confirma,
gue el método de desnutricion por competencia de alimento (Ortiz et al., 1996),
provoca disminucion en la cantidad de alimento que recibe cada una de las crias, lo
gue es suficiente para que en una camada se tengan individuos con diferentes
grados de DN. Ademas de que la presencia de ratas con diferentes grados de DN

podria deberse a procesos de lucha por la supervivencia del mas fuerte.
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Los diferentes grados de DN, fueron definidos de acuerdo a los criterios
propuestos por Gomez y cols. (1956), quien utilizé el parametro déficit de peso para
la edad. Las ratas de una camada presentaban diferentes promedios de déficit de
peso (17.38%, 31.16% y 50.33%) los que se establecieron comparando el peso
corporal de las DN con el de las ratas BN. De acuerdo a Velazco-Brito y cols. (2013),
el peso es el primer parametro en afectarse durante la DN, asi como también
sugieren que el tejido muscular es una fuente de energia de primer orden del que el
organismo en esa condicion dispone. La presencia dentro de la misma camada de
ratas con DN1, DN2 y DN3, evidencia que hay ratas que son mas vulnerables al
efecto de la competencia por alimento, lo que las conduce a tener mayor déficit de
peso. Velazco-Brito y cols. (2013) proponen a su vez que, en animales de
experimentacion el crecimiento y desarrollo se debe valorar atendiendo a las
variaciones del peso corporal y de los 6rganos, variables que no son independientes
entre si, sino que se mantienen muy estrechamente relacionadas durante la vida del

animal.

La DN provoca en el organismo alteraciones anatomicas a nivel de todos los
organos, caracterizadas macroscépicamente por atrofia y disminucién del peso.
Estas alteraciones en la estructura condicionan de forma paralela una disminucion de
su capacidad funcional que contribuye a las complicaciones de la DN (Martin-Pefa et
al., 2007). Asi, Velazco-Brito y cols. (2013) encontraron disminuido el peso corporal
en ratas albinas Wistar macho con DN moderada, inducida durante 4 semanas a

partir de los 28 dias de nacidas, asi como una disminucion evidente del peso del
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intestino delgado e higado, lo que es similar a lo que se observo en este estudio. En
el presente estudio se aprecia que el peso testicular de ratas lactantes con DN3 fue
2.1 veces menor en comparacion con el grupo BN. Se observa una baja ganancia del
peso testicular en la DN3, indicando que la DN tiene un fuerte impacto en el tamafio
de este o6rgano, debido posiblemente a una disminucion en la capacidad de
proliferacion celular, ya que no hay aporte suficiente de nutrientes o0 quiza existan
procesos de estrés oxidante que induzcan a lisis 0 apoptosis. Nodera y cols. (2001)
proponen gue un incremento en los niveles de Fe y un deficiencia de Zn en timo y
testiculo resulta en la produccion de ERO, desencadenando estrés oxidante, lo cual
conlleva a la apoptosis y por consiguiente a cambios morfolégicos tales como la
atrofia, comprometiendo la funcién (Nodera et al., 2001; Tamayo-Meneses et al.,
2008).

Por otro lado, la reduccién en el peso testicular entre las ratas DN1 y DN2 fue
similar, lo que podria deberse a que la cantidad de nutrientes recibidos es suficiente
para mantener procesos de proliferacion celular al mismo nivel en ambos grados de
DN.

En este caso aparece por lo tanto el concepto de la seleccién de 6rganos, “el
mayor enigma de la desnutricion”, ya que como lo menciona Krieger (1921) el
sistema nervioso central al verse privado de energia, para preservar sus funciones y
gue el organismo se mantenga con vida, utiliza la materia organica de aquellos
Organos menos necesarios, por lo que se establece una jerarquizacion, en donde los
organos que son indispensables para la vida, tienen prioridad. La intensidad de las

funciones es una condicion para establecer las preferencias de un érgano sobre otro
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durante la DN. Por ejemplo, Miescher (1871) descubrié que en salmones sometidos
a ayuno, los muasculos de las aletas que mas se utilizan se conservan en buen
estado, mientras que los musculos menos necesarios se atrofian. Krieger concluye
que, el bazo, el higado, el pancreas, el corazon, los testiculos, la tiroides y los
rifones son los que sufren una mayor pérdida de peso, mientras que el cerebro y las
suprarrenales apenas pierden peso (Martin-Pefa et al. 2007). Lo que coincide con lo

encontrado en este estudio respecto al testiculo.

Por otro lado, se ha hablado de la toxicidad de las ERO, siendo el radical O,*
una de las primeras especies generadas por diversos sistemas celulares
(Konigsberg-Fainstein, 2008). La SOD es una metaloenzima que cataliza la
dismutacién del radical O,®* en oxigeno molecular y H,0,, formando parte del
mecanismo de defensa antioxidante celular.

Con respecto a la enzima con funcion antioxidante SOD CuZn se observo que
la expresidon de esta enzima se encuentra disminuida en las ratas DN con respecto a
las BN, sin embargo, la expresion de esta enzima entre los diferentes grupos
desnutridos fue similar. Se esperaria que esta disminucion en la expresién de
proteinas fuera gradual de acuerdo al grado de DN, no obstante, esta informacién
permite suponer que la DN tiene un impacto similar en los testiculos de las ratas
lactantes que padecen esta condicion, no importando el grado de DN.

Por otro lado, se esperaria algo similar con respecto a la actividad de la
enzima en cuestion, a pesar de ello, la actividad de esta enzima esta disminuida en

las ratas de los tres grados de DN sin encontrar diferencias significativas entre los
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grupos desnutridos. Observando que, bajo condiciones de DN, ya sea de primer,
segundo o tercer grado, tanto la expresion como la actividad de esta enzima estan
disminuidas.

Esta disminucién, podria deberse a la deficiencia en la ingesta de nutrientes,
es decir, la ingesta apropiada de alimento provee tanto de macromoléculas (lipidos,
carbohidratos y proteinas) como de micronutrientes (Zn, Cu, Fe, Se, Mg, vitaminas),
los cuales son necesarios para el adecuado funcionamiento de enzimas (Jiang et al.,
2016). Teniendo que minerales como Cu y Zn son importantes cofactores para la
regulacion de la expresion y actividad de la enzima antioxidante SOD CuZn, ya que
la falta de Cu reduce la sintesis de ARNm de SOD CuZn, asi como la insercion de
este elemento en la enzima para formar la enzima activa. La deficiencia de Cu
también reduce la expresion de la actividad SOD CuZn en tejidos humanos (Negi et
al., 2012). Una reduccion del Zn conduce a una disminucién en la actividad de la
enzima. La deficiencia de este cofactor en nifios desnutridos conduce a la
disminucion en la actividad de SOD Cuzn. Por lo tanto, los elementos Cu y Zn
forman el grupo prostético de SOD CuZn y cualquier alteracion en sus niveles afecta

la expresion y actividad de la enzima (Aly et al., 2014).

La enzima CAT es esencial para mantener la homeostasis en la produccién de
ERO, metaboliza el H,0,, por lo que alteraciones en su actividad y expresion
conducirian a un desbalance en la produccion de ERO. La actividad y expresion de
esta proteina es comunmente empleada como parametro para detectar estrés

oxidante en una amplia gama de organismos (Konigsberg-Fainstein, 2008). La
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expresion de la enzima en el presente estudio en los tres grupos con DN, se aprecia
bastante reducida con respecto al grupo BN. No existieron diferencias significativas
entre los diferentes grados de DN, lo que sugiere que existe una tendencia a
disminuir la expresién de esta enzima y que la DN tiene un impacto sobre dicho
parametro en cualquier grado de DN. La disminucion en los niveles de expresion de
CAT también se podria deber a la falta de nutrientes, lo que traeria como
consecuencia una reduccion en la fase de sintesis de esta proteina. Por otro lado,
Gelain y cols. (2008) propusieron que el retinol, también conocido como vitamina A,
tiene un efecto sobre la expresion y actividad de CAT. Al trabajar con
concentraciones especificas de retinol en un cultivo celular, observaron que la
expresion y actividad de CAT incrementa, por lo que plantean que el retinol tiene una
funcién antioxidante, aparte de ser un componente esencial para diversas funciones
fisiologicas, participando en la reproduccién, vision nocturna y crecimiento; en la
diferenciacion celular, mantenimiento de epitelios y en la expresion génica (Gelain et
al., 2008; Konigsberg-Fainstein, 2008).

La CAT constituye una de las principales enzimas del sistema de defensa
antioxidante y se piensa que su actividad y contenido deberian aumentar como
respuesta al aumento de ERO (McCord y Fridovich, 1969). Sin embargo, en
condiciones de DN, la actividad se observo claramente disminuida tanto en testiculos
de ratas con DN1, DN2 y DN3, presentando diferencias significativas
comparativamente, con lo que ocurre en el testiculo de ratas BN, esto muestra que
los testiculos son Organos altamente susceptibles a los efectos de la DN, no

importando el grado. En un estudio de Velazco-Brito y cols. (2013), encontraron altos
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déficits del peso corporal y en 6rganos como intestino delgado e higado en ratas
albinas Wistar macho con DN moderada inducida a partir de los 28 dias de nacidos,
también encontraron que la actividad de la enzima CAT en suero, disminuia, como
en el presente estudio, en testiculo.

La disminucion de la actividad enzimética de CAT bajo el efecto de la DN,
podria explicarse por un decremento en sus niveles de expresion, por la reduccion en
la sintesis de proteina, quiza exista la presencia de un efecto inhibidor sobre la CAT,
provocado por la presencia de radicales como el radical O,* (Patel et al., 2006), que
a altas concentraciones inactiva el sitio activo de la enzima (Franceschutti et al.,
1996). Por otro lado, Fang y cols. (2002) mencionan que una dieta deficiente en
vitamina E (a-tocoferol) reduce la actividad de CAT en hepatocitos, situacion similar
gue podria estar sucediendo en testiculo. La vitamina E se encuentra en la fraccion
lipidica de numerosos alimentos, particularmente en los de origen vegetal ya que
sélo las plantas son capaces de sintetizar tocoferoles, es decir, es una vitamina que
al igual que la vitamina A se adquiere mediante alimentos naturales como las
almendras, germen de trigo, cacahuate, aceite de cartamo, soya y maiz (Kénigsberg-
Fainstein, 2008). Fang y cols. (2002) también hacen hincapié en que la coenzima
tiamina, también conocida como vitamina Bl es esencial para la generacion de
NADPH, cofactor que estd estrechamente unido a la enzima CAT, considerada
necesaria para mantener la funcién enzimatica de dicha proteina. Por lo tanto, si no
se obtiene la tiamina mediante alimentos como carne de cerdo, huevo, vegetales de

hoja verde, cereales, frutos secos y legumbres (Mollinedo-Patzi et al., 2014), que es
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la inica manera de obtenerla, la actividad de la enzima CAT se ve comprometida. La
deficiencia de la vitamina B1 de las ratas desnutridas seria otra explicacion para
comprender lo que de alguna forma estaria aconteciendo en testiculo de ratas

lactantes desnutridas.

La disminucion en el contenido y actividad enzimatica de SOD CuZn sugiere
gue el O;* no se estaria transformando eficazmente a H,O, y O,. El O,* puede
reaccionar con centros de hierro-azufre (Fe-S) liberando el Fe que puede producir
*OH con el H,0, ocasionando una excesiva produccién de radicales libres
(Konigsberg-Fainstein, 2008). En el caso del H,0O, intracelular puede ser
metabolizado principalmente por tres diferentes familias de enzimas antioxidantes:
CAT, GPxy peroxirredoxinas (Prx) (Brigelius-Flohé et al., 2013).

La GPx-1 o citosdlica en testiculo de ratas lactantes se comportd de manera
similar a SOD CuZn y CAT, observandose que la expresion en los tres grados de DN
estuvo disminuida en comparacion con las BN, sin presentar diferencia entre las
DN1, DN2 y DN3. Estos datos sugieren que la DN tiene un impacto sobre la
expresion de GPx citosdlica en testiculo de ratas lactantes no importando el grado de
DN, debido posiblemente a la disminucion en la cantidad de aminoécidos
disponibles, por la insuficiente ingesta de nutrientes, indispensables para la sintesis
de proteinas.

La GPx citosolica tiene una funcion antioxidante primaria en el metabolismo
del H,O,, por lo que al encontrar su expresion disminuida en los grupos

experimentales, se esperaria que al igual que SOD CuZzZn y CAT, la actividad de GPx
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estuviese reducida, sin embargo la actividad fue elevada en testiculo de ratas
lactantes con DN1, DN2 y DN3 con respecto a lo encontrado en testiculo de ratas
lactantes BN. Este resultado permitiria suponer que la enzima GPx estaria
eliminando al H,O, eficientemente bajo condiciones de DN no importando el grado.
Esta eficiente funcionalidad puede deberse, de acuerdo a lo que Fong-Fong y cols.
(2004) sugieren, que la enzima GPx-1 y GPx-2 tienen una mayor eficiencia
enzimatica y una mejor capacidad para operar bajo las condiciones extremas.

La DN implica deficiencia no sdlo de macronutrientes como carbohidratos,
grasas, proteinas, sino también micronutrientes como vitaminas y oligoelementos.
Muchos sistemas de defensa antioxidante dependen de los micronutrientes. El
organismo a causa de la susceptibilidad al insulto oxidante se provee naturalmente
con un sistema antioxidante eficiente y elementos traza que son componentes
principales de enzimas antioxidantes tales como el selenio (Se), el cual es un
oligoelemento esencial como componente de la enzima GPx citosélica, ya que la
enzima es un tetramero de cuatro subunidades idénticas y cada subunidad contiene
una selenocisteina en el sitio activo, que participa en la reduccion del peréxido (Negi
et al., 2012). La deficiencia en la dieta de Se disminuye en un 90% la actividad de la
enzima lo que resulta en dafio a lipidos y disfuncién mitocondrial (Fang et al., 2002).
Asimismo, el gen que codifica para la GPx citosolica es sensible a las fluctuaciones
en los niveles de Se, asi que el RNAmM de esta enzima es rapidamente degradado
durante la falta de Se (Fong-Fong et al., 2004) viéndose disminuida, por lo tanto, la
actividad. A pesar de la disminucion de la expresion y actividad de la GPx por la

deficiencia de Se y aminoacidos, se ha sefialado que en la miocarditis, enfermedad
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asociada a la deficiencia de Se, la enzima GPx citosolica protege (Fong-Fong et al.,
2004), por lo que se podria considerar que en la DN, la GPx parece tener una

eficiente actividad.

El GSH es un antioxidante no enzimatico, que disminuye cuando existe estrés
oxidante bajando la relacion GSH/GSSG (Enggar-Fitri et al., 2016). En el presente
trabajo, se observd una disminucion de la relacion GSH/GSSG en testiculos de ratas
lactantes desnutridas. Lo que indica que posiblemente se esta empleando el GSH
para controlar el estrés oxidante originado durante la DN, lo que contribuye a la
existencia de un desequilibrio del balance redox dentro de las células del testiculo de
ratas lactantes.

El que haya una mayor proporcién de la forma oxidada del glutation en los
grupos DN, se puede relacionar con la alta actividad de la enzima GPx total
observada, ya que ello implicaria utilizar una mayor cantidad de GSH produciendo
una mayor proporcion de GSSG.

Otra posible explicacion para la acumulacion del GSSG en testiculo de ratas
lactantes DN es a un deficiente sistema de recuperacion de la forma reducida, dicho
de otra manera, tal vez el ciclo para regenerar al GSH, donde participa la enzima GR
gue usa NADPH como agente reductor, no se lleva a cabo de manera eficaz.

Por otro lado, se encontré que la expresion de la enzima GR en testiculo de
ratas lactantes DN estd aumentada, lo que de cierta manera permitiria intuir que
quizé la actividad de tal enzima podria encontrarse elevada, llevando a cabo el

reciclaje de GSSG a GSH lo que posibilitaria a que la enzima GPx tenga una
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actividad elevada y esta actividad elevada provocaria una concentracion aumentada
de GSSG. Otra posible explicacion seria que a pesar de la expresion aumentada de
esta enzima quizd su actividad se encuentre disminuida, con el procedente
desbalance redox en el testiculo de ratas lactantes desnutridas, lo que conlleva a un
estrés oxidante y a dafio celular. Asimismo, la concentracion aumentada de GSSG
podria deberse, también, a una disminucion en la sintesis de novo de GSH, accién
que llevan a cabo tanto la enzima y-glutamil cisteina sintetasa como la enzima
glutation sintetasa. Seria conveniente evaluar la actividad de la enzima GR, asi como
de las enzimas que participan en la sintesis de novo, tanto en testiculo de ratas BN
como en testiculo de ratas desnutridas.

Que la actividad de la enzima GPx total y la expresion de la enzima GR se
encuentren elevados sugiere que son moléculas importantes en la proteccién de las
células contra el dafio oxidante. Alves y cols. (2003) han sefialado que existe un
incremento en la actividad de la enzima GPx total y de GR en individuos atletas,
debido a un aumento en la formacién de ERO por el aumento del consumo de
oxigeno que se produce durante el ejercicio fisico.

Estos resultados permiten deducir que el estrés oxidante presente durante la
DN en testiculo de ratas lactantes altera el estado redox de la relacion GSH/GSSG,
alteracion que se ha visto puede afectar el balance de la proliferacién, la
diferenciacion y la muerte celular en este 6rgano. Ya que niveles disminuidos de
GSH juegan un importante rol en la iniciacion del proceso de apoptosis (Denzoin-

Vulcano et al., 2013).
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Es importante mantener el equilibrio redox ya que regula diversos procesos
metabdlicos intracelulares que incluyen la actividad enzimética, el transporte celular,
transduccion de sefiales y la expresion génica mediada por la transcripcién de
factores entre los que se destacan el activador de proteina (AP-1), el factor nuclear
kappa-B (NF-k-B) y el p53 (Koénigsberg-Fainstein, 2008).

Estos resultados se podrian relacionar con lo propuesto por Aly y cols. (2014),
en cuanto a que una deficiencia dietética de antioxidantes nutricionales y minerales,
en organismos desnutridos resultaria en la alteracion del sistema de defensa
antioxidante. Esto a su vez podria implicar eventos de oxidacion en lipidos, proteinas

y ADN generando dafio oxidante en las células comprometiendo su funcion.

La expresion y actividad enzimética de SOD CuZn y CAT disminuidas indica
que las DN tienen un sistema de defensa antioxidante disminuido, a pesar de
encontrar una actividad de la enzima GPx total aumentada, lo cual no fue suficiente
para evitar la generacion de un desbalance en el equilibrio ERO/antioxidantes, que
llevaria a procesos de estrés oxidante. La presencia de estrés oxidante en testiculo
de ratas lactantes DN se pudo inferir al evaluar niveles de lipoperoxidacion (LPO).

Aunqgue el malondialdehido (MDA), 6xido nitrico (ON) y el &cido arico se usan
con frecuencia como marcadores bioldgicos confiables del estrés oxidante (Souki et
al., 2007) ninguno de ellos ha sido evaluado en testiculos de ratas lactantes
desnutridas.

La LPO en este estudio se evalu6 mediante el analisis de la concentracion de

MDA. Los grupos con DN1, DN2 y DN3 presentaron niveles de LPO mas elevados
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que el grupo BN, sin presentar diferencia entre las DN1, DN2 y DN3. Efecto
provocado posiblemente debido a la falta de nutrientes que recibid la rata lactante
DN para mantener un sistema de defensa antioxidante 6ptimo.

Estos resultados sugieren que la DN esta asociada con una disminucion del
sistema antioxidante o con un incremento en la produccion de las ERO que estimulan
la LPO, disminucion que se relaciona con la baja expresion y actividad de la enzima
SOD Cuzn y CAT, lo que impidié que lleven a cabo eficientemente su funcion, a
pesar de encontrar una actividad aumentada de la enzima GPX, lo cual no es
suficiente para impedir la produccién de ERO.

Fang y cols. (2002), establecieron que la deficiencia en la dieta de vitamina E,
por ejemplo, reduce la actividad de CAT, lo que induce LPO, que puede causar
desérdenes neuroldgicos y cardiovasculares, asi como también neurodegenerativos
y quiza hasta desérdenes en la reproduccion.

Se considera que la LPO ocasiona cambios en la composicion quimica, y
deterioro en la organizacién ultraestructural de las membranas celulares,
disminuyendo la fluidez de las mismas, alterando su permeabilidad e inactivando

enzimas y receptores ligados a la membrana (Paparella et al., 2015).

Las ERO son generadas durante procesos fisiolégicos normales, incluyendo el
metabolismo aerobio y se sabe que tienen un papel dual en los sistemas biol6gicos
resultando en un efecto benéfico o desfavorable. Bajas concentraciones o la
exposicién transitoria a ERO inducen proliferacion celular y regulan la activacion de

varias vias de sefalizacion. Sin embargo, a altas concentraciones, las ERO son
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mediadores importantes del dafio, ya que éstas pueden oxidar proteinas, y como ya
se presentd, también oxidar lipidos. La oxidacién de proteinas es un proceso de
suma importancia debido a que son el grupo mas grande de macromoléculas celular.
La carbonilacién de proteinas es el biomarcador mas comidnmente utilizado para
identificar proteinas oxidadas, asimismo es considerado un biomarcador de estrés
oxidante (Baraibar et al., 2013), y fue este marcador el que se evallo en testiculo de
ratas lactantes DN y BN. La carbonilacion se refiere a la aparicion de grupos
carbonilo en las cadenas laterales de las proteinas, grupos aldehidos y cetonas
(Diaz-Acosta et al., 2006). En el presente trabajo se observdé una diferencia
significativa al comparar el contenido de grupos carbonilo en proteinas de testiculo
de ratas lactantes DN en relacion al contenido hallado en testiculo de ratas BN. No
encontrando diferencia entre ratas con DN1, DN2 y DN3. Estos hallazgos
demuestran que la DN es una condicién que conduce a la existencia de dafio en
biomoléculas, como en lipidos y proteinas. Se esperaria que este dafio en proteinas
fuese gradual de acuerdo al grado de DN, sin embargo, se observa que la DN tiene
un fuerte impacto en testiculo de ratas lactantes no importando el grado de DN.

La oxidacion de proteinas puede originarse por la accion directa de ERO o por
la reaccidn indirecta con productos secundarios del estrés oxidante (Baraibar et al.,
2011). Por ejemplo, en este estudio se observo que bajo el efecto de la DN existe
una disminucion en la expresion y actividad enzimatica de proteinas con funcion
antioxidante, SOD, CAT, asi como una disminucion en la expresion y aumento en la
actividad de GPx total. Por lo que podria aumentar la generacion del radical *OH,

causante de la oxidacion de las cadenas laterales de los aminoacidos o de la
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escision del esqueleto de la proteina, resultando en la formacion de grupos carbonilo.
Especialmente los carbonilos son producidos en las cadenas laterales de los
aminoacidos, particularmente en los residuos de prolina, arginina, lisina y treonina,
los cuales son oxidados a derivados aldehidos o cetonas. Se ha documentado que la
mayoria de los carbonilos formados en las proteinas mediante la oxidacion catalizada
por cationes metalicos son el semialdehido glutdmico derivado de la arginina y
prolina, el semialdehido 2-aminoadipico derivado de la lisina y el acido 2-amino-3-
cetobutirico derivado de la treonina (Havelund et al., 2017).

La reaccidn indirecta con productos secundarios del estrés oxidante puede dar
lugar a proteinas carboniladas. En este trabajo se analizaron los niveles de LPO,
encontrando elevada la concentracion del MDA en testiculo de ratas lactantes de DN
comparados con las BN, lo que se relaciona con dafio oxidante en lipidos. EI MDA es
considerado producto y marcador de la LPO y adicionalmente ocasiona
modificaciones en los residuos de histidina, cisteina y lisina mediante la formacion de
aductos, afladiendo grupos carbonilo a las proteinas, produciendo de esta manera
proteinas carboniladas (Baraibar et al., 2013).

Las consecuencias de la oxidacidén de proteinas con frecuencia resultan en la
disminucion de la actividad enzimética, menor estabilidad térmica, incremento de la
hidrofobicidad, asi como también hay cambio en la viscosidad, fragmentacion,
formacion de enlaces covalentes inter o intraproteicos, formacién de puentes
disulfuro y mayor susceptibilidad a la protedlisis. Las proteinas oxidadas son
degradadas por el proteosoma 20S, sin embargo, proteinas altamente dafiadas se

vuelven resistentes a la protedlisis y ademas estas proteinas pueden actuar como
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inhibidores de la actividad del proteosoma. Bajo estas condiciones, la disminucién de
la actividad del proteosoma puede, por tanto, dar como resultado una eliminacion
tardia de las proteinas oxidadas y contribuir a una oxidacibn aumentada de la
proteina en estado estacionario que conduce a la acumulacion de proteinas oxidadas
(Baraibar et al., 2013). Los resultados de esta investigacion indican que las proteinas
presentes en testiculo de ratas lactantes desnutridas, se afectan durante la DN lo
gue podria conducir a una disfuncion celular que lleve a comprometer la funcion del

organo.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se propone que la DN es una
condicion que, en testiculo de ratas lactantes determina la disminucion en la
actividad del sistema de defensa antioxidante enzimatico, induciendo a un deterioro
de la membrana de las células y sobre las proteinas, lo que permite suponer la
presencia de estrés oxidante, en un oOrgano que tiene la funcion de la
espermatogénesis, como la produccién y secrecion de hormonas. Con la finalidad de
corroborar la presencia de estrés oxidante en testiculo, se evalu6 dafio a
biomoléculas y se analiz6 si existian cambios morfométricos en el testiculo de ratas

lactantes DN con respecto al testiculo de ratas lactantes BN.

Comunmente para evaluar la morfologia en testiculos, no importando las
condiciones a las que esté sometido, es el area donde se pueden encontrar cambios
a nivel de los tubulos seminiferos. Estructura considerada como la unidad funcional

del testiculo, ya que en ella se lleva a cabo el desarrollo de las células germinales,
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proceso que se divide en cuatro etapas: mitosis, meiosis, espermiogénesis y
espermiacion, fases que pertenecen al ciclo del epitelio seminifero. Cada paso del
ciclo se caracteriza por arreglo particular de las células germinales diferenciadas:
espermatogonias, espermatocitos, espermatidas (Lie et al., 2009). El &rea total del
tubulo seminifero es un parametro comunmente utilizado en organismos en edad
reproductiva, siendo este trabajo, hasta el momento, el primero en evaluar el area
total del tabulo seminifero de testiculo de ratas lactantes DN y BN a la edad de 21
dias. Se considera al area total del tibulo seminifero un parametro morfométrico, ya
gue la morfometria se refiere al analisis cuantitativo de la forma, un concepto que
abarca el tamafio y la forma, por lo tanto, la morfometria se utiliza para detectar
cambios en la forma y tamafio (Loy, 2007).

El &rea total de los tubulos seminiferos se estimo analizando el area de 10
tubulos de la parte craneal, 10 de la parte media y 10 tabulos de la parte caudal del
corte histolégico de testiculo. En la fotomicrografia que se presenta en la Figura 14
se aprecian los tubulos seminiferos tanto de testiculos de ratas lactantes BN (A)
como de testiculos de ratas con diferente grado de DN (B, C y D) (10x). Se distingue
de manera cualitativa una disminucion del tamafio del tabulo seminifero en cada uno
de los diferentes grados de DN comparado con el tamafio del tibulo seminifero del
grupo control. Ahora bien, de manera cuantitativa, el area del tabulo de testiculo de
rata con DN1, DN2 y DN3 es menor de acuerdo a la comparacion respecto al tubulo
de testiculo de rata BN de la misma edad. Lo que podria indicar que el estrés
oxidante durante la DN esta relacionado con la reduccion del area total del tdbulo

seminifero y ademas esta disminucion no se presenta de manera gradual de acuerdo
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al grado de DN, como se esperaria, sino que hay disminuciéon desde la DN1 y
ademas al no presentar diferencias significativas entre grupos experimentales se
propone que posiblemente el estrés oxidante en la DN tiene un impacto similar sobre
este parametro no importando el grado de DN.

Algo que se podria relacionar con los cambios observados en los tubulos
seminiferos es la LPO, que estuvo elevada en testiculos de ratas lactantes con
diferente grado de DN y es posiblemente la que contribuy6 a la disminucidn del area
del tubulo seminifero. El dafio en las membranas celulares segun Jedlinska-
Krakowska y cols. (2006) causa desestabilizacion en la membrana de las células de
Sertoli, las cuales durante el periodo infantil estan sometidas a un proceso de
proliferacion celular (Vilar, 1970). La proliferaciéon podria verse interrumpida por el
efecto de la LPO, asimismo esta desestabilizacion de la membrana de la célula de
Sertoli podria estar implicada como se ha sefialado, en la pérdida de la unién célula
de Sertoli-células germinales conduciendo a la pérdida de espermatogonias y
espermatocitos primarios, principales tipos celulares presentes a los 21 dias de edad
en testiculos de ratas Wistar lactantes (Arteaga et al., 2013). Lo anterior influiria
también en la disminucién del &rea del tubulo seminifero en testiculo de los grupos
experimentales. Se podria considerar que debido a la disminucién en la expresion y
actividad de la enzima SOD CuZn, las células de Sertoli no pueden reparar el dafio
causado por ERO y por lo tanto son especialmente propensas a los dafios inducidos
por el radical superéxido, promoviendo la LPO dafiando tanto a las células de Sertoli
como a las células germinales. También seria posible que en el testiculo de las ratas

DN se tuvieran altas concentraciones de H,O, que se sabe inhibe el ciclo celular, lo

81



qgue origina una disminucion en la division celular de las células germinales y de
Sertoli, asi como también, altas concentraciones de H,O, induce apoptosis lo que
eventualmente conlleva a la muerte celular de las células germinales originando la
disminucion del epitelio seminifero.

La disminucién del area del tubulo podria estar relacionada con una reduccion
de la proliferacion de las células que conforman el tibulo seminifero, ya que se ha
visto que bajo restriccion calodrica se disminuye la concentraciéon de hormonas, como
la testosterona, induciendo la reduccion de la proliferaciéon de células germinales
(Valenzuela-Estrada et al., 2014). Otra posible explicacion podria deberse a la
presencia de muerte celular, ya que si la oxidacion es moderada puede
desencadenar apoptosis, mientras que si es muy intensa puede provocar necrosis.
Por lo que se considera importante e interesante evaluar parametros que permitan
explicar con certeza la causa de la disminucion del area del tubulo durante la DN. De
manera que se propone identificar procesos de muerte celular, como apoptosis y
necrosis, asi como evaluar concentracion de testosterona. Asimismo, es fundamental
averiguar si la gbnada durante la etapa reproductiva es funcional a pesar del dafio
oxidante sufrido durante la lactancia bajo el efecto de la DN, por lo tanto, se propone
determinar la funcionalidad espermética y la capacidad reproductiva, para futuros

trabajos.
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11. CONCLUSIONES

El efecto de la desnutricibn experimental en testiculo de ratas lactantes de 21
dias de edad, mostr6 una disminucion del sistema de defensa antioxidante
enzimatico lo que estuvo asociado con un incremento en el dafio oxidante en
biomoléculas como son lipidos y proteinas, dafio que posiblemente se vio reflejado
en la disminucioén del area del tabulo seminifero, lo que probablemente permitira que
la funcion del testiculo se vea comprometida. Algo importante de sefalar es que
todos los parametros evaluados se observaron afectados desde el primer grado de
desnutricion, lo que indica que el testiculo es un drgano altamente susceptible a los

efectos de la desnutricion.
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