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RESUMEN

La desnutricion es un grave problema de Salud Publica a nivel
mundial, que afecta principalmente a ninos menores de cinco anos. Se ha
establecido que los individuos que la padecen presentan alteraciones en la
respuesta inmunologica posiblemente asociadas con dano por EOx, el que
se origina como consecuencia de una dieta deficiente en nutrientes
necesarios para contrarrestar los niveles de ERO. De igual modo, se ha
relacionado con un incremento del estado inflamatorio de bajo grado, que
puede comprometer la salud y afectar el crecimiento y desarrollo de los
individuos desnutridos. Por otra parte, el tBHQ es un antioxidante
sintético, al que se le ha atribuido un efecto protector contra el dano por
EOx.

Con base en lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar
el posible efecto protector del tBHQ frente al estrés oxidante en timo, un
organo fundamental para la respuesta inmunologica de tipo celular; asi
como, el estado inflamatorio en plasma de ratas desnutridas. La
desnutricion se indujo mediante el método de competencia de alimento
durante la lactancia, periodo en el cual los efectos producidos por este
padecimiento pueden ser mas severos.

Los resultados indican que la desnutricion es un factor que
predispone a la amplificacion del dano por estrés oxidante a nivel de

lipidos, proteinas y ADN asociado a una disminucion en el contenido y la
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funcion biologica de SOD, GPx y CAT; enzimas que participan en los
mecanismos de proteccion antioxidante. Asi mismo, se observo un
incremento del estado inflamatorio sistémico evidenciado por la elevacion
de la concentracion plasmatica de citocinas proinflamatorias tales como
IL-6 y TNF-a; probablemente mediadas por el factor transcripcional NF-kB.
Ambos aspectos fueron proporcionales al nivel del desgaste corporal. Estas
alteraciones pueden repercutir en el crecimiento y desarrollo de los
organismos desnutridos. Al igual que en la funcionalidad del timo, lo que
podria comprometer la respuesta inmunologica.

Los resultados permitieron establecer que el tBHQ confirié
proteccion contra el dafno por EOx en lipidos y proteinas en timo de ratas
desnutridas por el restablecimiento de los mecanismos de proteccion
antioxidante tales como SOD y GPx; probablemente mediadas por la
activacion transcripcional de Nrf2. De igual modo, a este antioxidante se le
puede atribuir un efecto antiinflamatorio por la disminucion en la
concentracion plasmatica de TNF-a e IL-6. El efecto del tBHQ pudiera
reflejarse en una mejoria en la funcion inmunolégica y por consecuencia,
en una mayor proteccion frente a un factor frecuentemente asociado a la
desnutricion, como es el caso de las infecciones, aunque este aspecto aun

debe ser estudiado.
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ABSTRACT

Malnutrition is a serious Public Health problem in the entire world;
it mainly affects children under five years old. It has been established that
individuals that suffer from it present alterations in the immunological
response possibly associated with damage by oxidative stress, the one that
originates like a consequence of a nutrient-deficient diet required to
counteract ROS levels. Likewise, it has been associated with an increase in
the low-grade inflammatory state; it could compromise health and affect
the growth and development of malnourished individuals. On the other
hand, a protective effect against oxidative damage has been attributed to
the synthetic antioxidant tBHQ.

The goal of this study was to evaluate the possible role of tBHQ as a
protective agent against oxidative damage in thymus, a fundamental organ
for the cellular type immunologic response; as well as the inflammatory
status in plasma of malnourished rats. Malnutrition was induced through
the feeding competition method during lactation; in this period the effects
produced by this disease could be more severe.

The results indicate that malnutrition is a factor that predisposes to
the amplification of oxidative stress damage at the level of lipids, proteins
and DNA associated to a decrease in the content and biological function of
SOD, GPx and CAT, enzymes involved in antioxidant protection

mechanisms. Likewise, an increase in the systemic inflammatory state
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evidenced by the elevation of the plasma concentration of proinflammatory
cytokines such as IL-6 and TNF-a; probably mediated by transcription
factor NF-kB. Both aspects were proportional to the level of body wear.
These alterations can have an impact on the growth and development of
malnourished organisms. As in the functionality of the thymus, this could
compromise the immune response.

Results allowed establishing that tBHQ conferred protection against
EOx damage in lipids and proteins in the thymus of malnourished rats by
the reestablishment of antioxidant protection mechanisms such as SOD
and GPx probably mediated by the transcriptional activation of Nrf2.
Similarly, to this antioxidant can be attributed to an anti-inflammatory
effect because to the decrease in the plasma concentration of TNF-a and
IL-6. Furthermore effect of tBHQ could be reflected in an improvement in
the immunological function and consequently, in greater protection
against malnutrition associated factor, as is the case of infections,

although this aspect has yet to be studied.
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1. Introduccion

1.1 Generalidades de la desnutricion

La desnutricion se define como wun desequilibrio entre las
necesidades nutricionales y la ingesta de alimento, traducido en déficits
acumulativos de energia, proteinas o micronutrientes que pueden afectar
negativamente el crecimiento y desarrollo de un individuo [Mehta et al.,
2013]; aunque también, puede ser ocasionada por alteraciones en la
digestion o en la absorcion [Parra-Gamez, 2003]. Se ha considerado a la
desnutricion como causa subyacente de la mortalidad infantil con
proporciones alarmantes de alrededor del 52.5% a nivel mundial; asociada
a diarrea, neumonia, sarampion y malaria [Caulfield et al., 2004].

La desnutricion puede producir estragos entre la poblacion en
general, siendo los ninos pequenos los mas vulnerables, debido a que se
encuentran en una etapa critica de la vida, en la que sus requerimientos
nutricionales son mayores para permitir un crecimiento y desarrollo
optimos [Bléssner y de Onis, 2005].

Cuando el crecimiento se detiene, el desarrollo cerebral se rezaga,
por lo que los nifnos con retraso del crecimiento tienen mas probabilidades
de presentar problemas de aprendizaje [OMS, 2011], memoria, conducta,
bajo rendimiento escolar [Pérez et al., 2012], que traen consecuencias
importantes en la adolescencia [Walker et al., 2007]; asi como, en la vida

adulta; entre ellas, una disminucion en la capacidad de trabajo, lo que
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puede repercutir incluso en la productividad econémica de un pais [de
Onis et al., 2001].

Aunque existen diversos métodos para evaluar el estado nutricional
en ninos, uno de los mas utilizados es el propuesto por Gomez y
colaboradores, basado en el déficit de peso con respecto a lo esperado para
la edad cronologica, estableciéndose tres grados de desnutricion de
acuerdo al nivel de gravedad. La desnutricion de primer grado (leve o DN1),
se caracteriza por un déficit de peso entre el 10-24%; en la de segundo
grado (moderada o DN2) la pérdida de peso fluctua entre el 25-39%, y por
ultimo, en la de tercer grado (grave o DN3) el déficit de peso es 240%
[Gomez et al., 1956].

De esta ultima, se conocen tres tipos de desnutricion bien
caracterizados conocidos como marasmo, kwashiorkor y kwashiorkor-
marasmatico, todos ellos presentan un estancamiento en la tasa de
crecimiento corporal, aunque cada tipo presenta manifestaciones clinicas

muy particulares [Schofield y Ashworth, 1997].

1.1.1 Desnutricion grave tipo marasmo

Se considera que si la carencia de proteinas y calorias es grave, el
resultado es el marasmo que generalmente predomina en lactantes
menores de un ano [Bernabeu et al., 2008]. Este tipo de desnutricion se
caracteriza por un severo retraso en el crecimiento, desgaste muscular con

disminucion en el contenido de grasa y por lo tanto, una pérdida
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considerable de peso. Estos ninos presentan una cara similar a la de una
persona de edad avanzada, falta de apetito, ojos hundidos y cambios en el
estado de animo [Nagle et al., 2014].

En estos ninos es posible que se presente una adaptacion
metabolica como resultado de la baja concentracion de insulina y aumento
de cortisol. La accion del cortisol favorece la degradacion de aminoacidos
de las proteinas musculares para ser utilizados en la gluconeogénesis.
Mientras que no existan fuentes de energia exogenas, este ciclo se repite y
contribuye a mantener las funciones basicas para la supervivencia; sin
embargo, este delicado equilibrio puede romperse cuando se presentan

otros factores como las infecciones [Prudhon et al., 2002].

1.1.2 Desnutricion grave tipo kwashiorkor

Este tipo de desnutricion lo padecen frecuentemente los ninos entre
uno y tres anos de edad. Se propone que si la dieta es deficiente en
proteinas y se reemplaza la necesidad de energia por la ingesta abundante
de alimentos ricos en carbohidratos, se produce el kwashiorkor [Bernabeu
et al., 2008]. Sin embargo, se ha evidenciado que no existen diferencias
entre las dietas que consumen los nifos que desarrollan marasmo o
kwashiorkor [Gopalan, 1968]. Por lo que han surgido algunas teorias sobre
la etiologia de este tipo de desnutricion; una de las mas aceptadas es
derivada de la evidencia que vincula el desequilibrio entre la generacion de

radicales libres (RL) y su correcta eliminacion, lo que genera estrés
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oxidante (EOx) [Golden y Ramdath, 1987]. Por otro lado, el edema, un
signo clinico caracteristico de este tipo de desnutricion se ha relacionado
con un aumento en la secrecion de sustancias antidiuréticas
(probablemente hormona antidiurética) que impiden una respuesta
excretora normal a la administracion del agua. Por lo tanto, en estos ninos
la homeostasis del fluido corporal se encuentra alterada, resultando en un
exceso de fluido en el espacio intersticial. El edema puede ser de grado
variable, desde una forma ligera localizada hasta el edema generalizado
grave [Parra et al., 2005].

Otras de las alteraciones caracteristicas de este tipo de desnutricion
son el dano hepatico, lesiones en la piel con hiperqueratosis. El pelo se
vuelve seco, quebradizo, lacio y pierde color, volviéndose amarillento o
blanco. Pérdida de apetito, apatia e irritabilidad. Fisiolégicamente el
kwashiorkor es una desnutricion mas compleja que el marasmo porque
sus efectos son mas profundos debido a la deficiencia de aminoacidos

especificos [Parra et al., 2005; Ahmed et al., 2009].

1.1.3 Desnutricion grave tipo kwashiorkor-marasmatico

Este tipo de desnutricion se refiere a los casos que presentan
sintomas combinados del marasmo y kwashiorkor. Sus caracteristicas
principales son la presencia de edema, con o sin lesiones en la piel,
cambios en la textura del cabello, hepatomegalia, desgaste muscular y

disminucion de la grasa subcutanea. Durante el tratamiento de
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recuperacion nutricional, el edema desaparece y los ninos adquieren las

caracteristicas del marasmo [Mora, 2002; Latham, 2012].

1.1.4 Epidemiologia de la desnutricion

La desnutricion infantil sigue siendo uno de los principales
problemas de Salud Publica a nivel mundial, con mayor incidencia en los
paises subdesarrollados. De acuerdo a los patrones de crecimiento infantil
de la OMS en el 2016, se estim6 que alrededor de 159 millones de los
ninos menores de cinco anos, presentaron baja estatura para la edad y 50
millones bajo peso para la altura [UNICEF et al., 2016].

La incidencia de bajo peso es mas alta en Asia, seguida de Africa y
las prevalencias mas bajas se encuentran en América Latina y el Caribe.
Asi mismo, se observo que los ninos que viven en zonas rurales tienen mas
probabilidades de presentar bajo peso en comparacion a los que viven en
zonas urbanas [WHO, 2013].

En México, de acuerdo a los resultados obtenidos en la ultima
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion, se estim6 que en todo el pais el
2.8% de los menores de cinco anos presentaron bajo peso, el 13.6% baja
talla que refleja los efectos acumulados de la desnutriciéon y se relaciona
con retraso en el crecimiento y el 1.6% emaciacion. En base a la extension
territorial de nuestro pais, la zona sur presenté las mayores prevalencias
de baja talla con un 19.2%, seguida de la zona centro con un 11.4% y por

ultimo la zona norte del pais con un 8.9%. De igual manera a lo reportado
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por la OMS, las localidades rurales de estas regiones presentaron una
mayor cantidad de ninos con baja talla con respecto a las localidades
urbanas [ENSANUT, 2012]. En la Ciudad de México el 10.2% presento baja
talla, 1.5% bajo peso y 0.4% emaciacion [ENSANUT D.F., 2012]. Segun los
resultados de los ultimos 29 anos, la desnutricion infantil en México ha
ido descendiendo. Sin embargo, los esfuerzos realizados por las
autoridades sanitarias no han sido lo suficientemente efectivos, como para
poder impactar adecuadamente sobre la frecuencia de este padecimiento
que compromete la calidad de vida de los ninos, por lo que la desnutricion
sigue siendo uno de los grandes desafios para el Sistema de Salud de

nuestro pais [ENSANUT, 2012].

1.1.5 Causas que producen la desnutricion

La falta de recursos economicos, informacion inadecuada sobre
nutricion, bajo nivel educativo, falta de higiene, consumo de alimentos en
mal estado, un alto numero de ninos en el hogar, la incidencia de
enfermedades diarreicas y respiratorias, entre otras, son indicadores que
se relacionan con la ingesta inadecuada de nutrientes [Hernandez et al.,
2003]. A su vez, las infecciones parasitarias intestinales por Ascaris
lumbricoides y Trichuris trichiura pueden también ser consideradas como
factores de riesgo asociadas a la desnutricion [Quihui-Cota et al., 2004].

E1 90% de los casos de desnutricion son ocasionados por una causa

principal: la subalimentacion, ya sea en cantidad o calidad de los
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alimentos consumidos por el individuo. El 10% restante de los casos son
producidos por defectos congénitos, nacimientos prematuros e infecciones

[Gomez et al., 1956].

1.2 Desnutricion y Sistema Inmunolégico

La infeccion y la desnutricion se relacionan estrechamente, tanto
que se ha propuesto que coexisten sinérgicamente, creandose un ciclo
vicioso entre ambas [Scrimshaw et al., 1968, Keusch, 2003]. Es decir, la
infeccion prolongada conduce a la desnutricion y la desnutricion por su
parte expone al organismo a contraer infecciones facilmente [Gomez et al.,
1956]. De tal manera, que los nifios que sufren retraso del crecimiento
como consecuencia de una alimentacion deficiente y/o infecciones, tienden
a presentar un mayor numero de episodios diarreicos graves y mayor
vulnerabilidad a contraer enfermedades infecciosas [de Onis et al., 2001].

Las complicaciones comunes de las infecciones como diarrea y
parasitosis, por si mismas, incluyen trastornos en la ingesta de alimentos,
tales como disminucion en la absorcion de nutrientes, pérdida del apetito,
desviacion de nutrientes para la respuesta inmune, dano a las mucosas y
pérdida de nitrégeno y electrolitos a través de la orina [Cunningham-
Rundles y Ponda, 2005; Katona y Katona-Apte, 2008]. Si durante el
episodio de infeccion no se aportan los nutrientes necesarios para
restablecer las demandas del gasto energético perdidos durante la

enfermedad, se utilizaran las propias reservas energéticas, esto conduce a
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que el nino pierda peso y deje de crecer [Burguess y Glasauer, 2006;
Schaible y Kaufmann, 2007]. Bajo estas condiciones, sus mecanismos
inmunologicos se ven comprometidos y probablemente se repetiran las
infecciones con mayor frecuencia y severidad [Chandra et al., 2012], lo que
podria conducir de forma progresiva de la desnutricion leve a la moderada
y de ésta a la muy grave. Por lo anterior, se ha considerado a la
desnutricion como la fuente principal de inmunodeficiencia [Katona y
Katona-Apte, 2008] y la causa subyacente de las muertes infantiles
alrededor del mundo [Caulfield et al., 2004].

Las anormalidades mas consistentes en respuesta a la infeccion por
parte del sistema inmunolégico de los individuos desnutridos se ven
reflejadas en los mecanismos inespecificos debido a alteraciones en la
funcion de la barrera intestinal, bajos niveles del sistema del
complemento, disfuncion fagocitica, etc. Asi mismo, también repercuten en
la inmunidad adaptativa; por ejemplo, los niveles de anticuerpos
producidos después de la vacunacion se reducen en ninos con
desnutricion severa, los niveles de IgA se encuentran elevados, la
produccion de citocinas se ve alterada y el tejido linfatico particularmente

el timo presenta atrofia [Marco et al., 2003; Rytter et al., 2014].

1.2.1 Timo
El timo es un o6rgano linfoide primario bilobulado, que se localiza en

el mediastino anterior justo por encima del corazon. Es fundamental para
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la inmunidad celular y es el sitio de maduracion y diferenciacion de los
linfocitos T. Alcanza su peso maximo en la pubertad y posteriormente
sufre involucion dependiente de la edad [Nishino et al., 2006]. El tamano
del timo, generalmente corresponde a su capacidad funcional [Gui et al.,
2012] y predice la supervivencia posterior en infantes [Moore et al., 2014].

Se encuentra dividido en lobulillos, cada uno conformado por una
corteza externa de tejido conectivo denso, fibroblastos y timocitos, asi
como por una médula interna en la que se localizan corpusculos de
Hassall y en menor proporcion timocitos. En todo el timo se encuentran
células epiteliales y macrofagos procedentes de la médula 6sea [Savino y
Dardenne, 2010; Abbas et al., 2015].

Presenta una irrigacion abundante y vasos eferentes que drenan en
los ganglios linfaticos. Los timocitos se pueden encontrar en diferentes
estadios de maduracion; en general, los inmaduros llegan a la corteza a
través de los vasos sanguineos y es en esta zona donde comienzan su
diferenciacion, dichos timocitos no expresan el complejo CD3/receptor de
células T (TCR), conocidas como CD4-CD8- doblemente negativas, las que
representan el 5% de la poblacion total de timocitos. Conforme los
timocitos progresan en su diferenciacion, comienzan a expresar CD3/TCR
y marcadores de membrana CD4*CD8" (doblemente positivas), que
representan el 80% de la poblacion. Estas células son sometidas a eventos
de seleccion positiva y negativa, como consecuencia de la interaccion con

el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) que es crucial para la
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diferenciacion. Las células epiteliales corticales estan involucradas en la
seleccion positiva, mientras que las células dendriticas en la negativa. Las
células seleccionadas negativamente mueren por apoptosis y son
fagocitadas por macroéofagos, los timocitos seleccionados positivamente se
desplazan hacia la médula, convirtiéndose en maduros CD4*CD8- o CD4-
CD8* representando al 15% de la poblacion y son estos linfocitos con un
solo marcador positivo, los que logran abandonar el timo y pasan asi, a la
sangre y a los organos linfoides periféricos para llevar a cabo su funcion

[Savino y Dardenne, 2010; Abbas et al., 2015].

1.2.2 Desnutricion y Timo

El primer estudio descriptivo del timo en organismos desnutridos fue
realizado por Simon en 1845, quien observo una marcada disminucion en
su tamano, por lo que acuno el término de “barémetro de la desnutricion”
[Simon, 1845]. Asi mismo, se han realizado estudios en modelos
experimentales y en nifios desnutridos post-mortem, los cuales han tenido
hallazgos similares a los observados por Simon, mostrando una intensa
atrofia timica; la cual se ha relacionado con deficiencia de zinc y leptina,
efecto que se ve revertido con una rehabilitacion dietética apropiada [Feliu
y Slobodianik, 2002; Savino et al., 2007].

La atrofia timica en organismos desnutridos se ha asociado
principalmente a la pérdida de timocitos maduros, probablemente debido

al desequilibrio hormonal entre los niveles disminuidos de leptina y los
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elevados de corticosterona en suero. También se han observado bajos
niveles en la produccion de timulina, timopoyetina y disminucion en la
proliferacion celular [Savino et al.,, 2007; Mittal et al., 1988],
modificaciones en las subpoblaciones celulares, incremento en la
frecuencia de apoptosis [Ortiz et al., 2001; Ortiz et al., 2008], junto con
alteraciones en los mecanismos de defensa antioxidante [He et al., 2012].
Del mismo modo, se han reportado cambios morfologicos e
histologicos, a causa del aumento de fibronectina, laminina y colageno
[Savino et al., 2007; Barone et al., 1993], con pérdida en la distincion entre
areas corticales y medulares del timo, asi como, disminucion en el
volumen de tejido epitelial en estas dos zonas [Franca et al., 2009],
mostrando pocos timocitos y cuerpos de Hassall alargados, degenerados y

ocasionalmente calcificados [Hoffman-Goetz, 1986].

1.3 Estrés oxidante

Bajo condiciones fisiologicas normales, la produccion de
prooxidantes y antioxidantes se mantienen en equilibrio. El EOx, se define
como un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) originadas a partir de oxigeno molecular y los mecanismos de
defensa antioxidante, en el que los niveles de prooxidantes estan en
exceso. Estos ultimos, son sustancias que generan oxidantes o inhiben los

sistemas antioxidantes ganando electrones en las reacciones redox

[Thomas, 2013].
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Las ERO pueden clasificarse en dos tipos:

1) Radicales libres (RL), como el radical superoxido (02, peroxilo
(ROO?), oxigeno singulete (1O2) y radical hidroxilo ("OH) siendo éste el mas
reactivo. Todas estas moléculas poseen uno o mas electrones
desapareados en su ultimo orbital externo, confiriéndoles gran
inestabilidad y por lo tanto, reactividad con otras moléculas.

2) Especies reactivas de oxigeno que no son RL, como el acido
hipocloroso (HOCI) y el perdxido de hidrogeno (H202), que aunque no son
RL pueden generarlos rapidamente en presencia de metales de transicion
como el hierro (Fe2*) o cobre (Cul*), mediante la reaccion de Fenton
[Halliwell y Gutteridge, 2015; Venereo, 2002].

Las fuentes principales en la produccion de ERO en la célula son las
enzimas de la cadena respiratoria, asi como enzimas asociadas al
metabolismo del acido araquidonico, la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa,
xantina oxidasa, NADPH oxidasa, triptofano dioxigenasa y el citocromo P-
450. De manera exogena también pueden generarse por la exposicion a
diversos agentes fisicos como la luz UV, radiacion ionizante, humo del
cigarrillo, medicamentos y dietas inapropiadas [Castellanos, 2008;
Konigsberg, 2008].

Las ERO se han visto involucradas en la etiologia o patologia de mas
de 100 enfermedades, entre las que destacan distintos tipos de cancer,
enfermedades cardiacas, diabetes, trastornos neurologicos [Céspedes y

Sanchez, 2000] y desnutricion [Golden y Ramdath, 1987].
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Las ERO pueden causar dano oxidante por promover y originar
oxidacion en macromoléculas tales como carbohidratos, lipidos, proteinas
e incluso en el ADN y por consiguiente, pueden provocar en ellas
alteraciones estructurales y/o funcionales [Marnett et al., 2003; Gutiérrez

et al., 2009].

1.3.1 Daiio a lipidos por estrés oxidante

La peroxidacion lipidica (LPx) se puede describir como un proceso en
el cual oxidantes tales como las ERO, atacan a los acidos grasos,
especialmente a los poliinsaturados de doble enlace carbono-carbono
(PUFAs) de las membranas celulares, provocando la eliminaciéon de un
atomo de hidrégeno de la cadena, para generar un radical lipidico (L°). Este
RL da lugar a un endoperoxido o toma un atomo de hidrégeno de un
carbono de otro acido graso poliinsaturado, para formar un nuevo radical
lipidico y un hidroperoxido. Este radical, se puede combinar con el Oz y se
propaga el dano, dando como productos principales al malondialdehido
(MDA) y al 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) [Gutiérrez et al., 2009; Ayala et al.,
2014]. Asi, las membranas pueden resultar seriamente danadas y por
consiguiente, su funcionalidad se ve alterada, por lo que este tipo de dano

puede repercutir sobre la salud humana [Burcham, 1998].
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1.3.2 Daiio a proteinas por estrés oxidante

Todos los aminoacidos que conforman a las proteinas son blancos
del dano oxidante, aunque algunos son mas susceptibles que otros como
son la prolina, arginina, lisina y treonina; ese tipo de dano puede ser
ocasionado ya sea por ataque directo por parte de los RL o indirecto por
productos secundarios del EOx; cuyo resultado suele ser la introduccion
de un grupo carbonilo libre y formar asi, las llamadas proteinas
carboniladas (aldehidos y cetonas) que son sumamente estables [Sanchez-
Rodriguez et al., 2004; Campos, 2014].

Este dano puede ser irreversible y traer consigo diferentes
consecuencias tales como el enrollamiento erréoneo de la estructura
secundaria, pérdida de la formacion de las estructuras terciarias y
cuaternarias; asi como, el entrecruzamiento entre proteinas o con otras
biomoléculas como la glucosa (glucosilacion) [Sanchez-Rodriguez et al.,
2004; Borton y Jauniaux, 2011].

Por ejemplo, el peroxinitrito puede reaccionar con residuos de
tirosina para formar 3-nitrotirosina. A niveles fisioloégicos se cree que la
nitracion de proteinas puede ser selectiva y reversible, conduciendo a la
activacion de una manera analoga a la fosforilacion, pero a niveles mas
altos, pueden ser perjudiciales. Asi mismo, la abstraccion de un atomo de
hidrogeno del grupo tiol de la cisteina puede conducir a la formacion de
disulfuros y por lo tanto un plegamiento anormal de la proteina [Borton y

Jauniaux, 2011].

27 |Pagina



1.3.3 Daio al ADN por estrés oxidante

El dano por EOx inducido por radicales "OH a nivel del ADN, puede
provocar la inactivacion o pérdida de genes y si este dafno no es reparado
puede acumularse y heredarse a las siguientes generaciones celulares;
dando lugar a mutaciones o transformaciones carcinogénicas que pueden
llevar a la muerte [Venereo, 2002].

El dano en las bases del ADN puede conducir a la generacion de
aductos, como es el caso de las moléculas timidin glicol, 8-hidroxi-citosina
y la mas abundante de todas la 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-
OHAG) que resulta de la union del radical "OH al carbono 8 de la guanina
[Halliwell y Gutteridge, 2015; Garcia-Triana et al., 2012]. Siendo la
guanina, la base mas susceptible a ser danada por diferentes moléculas
oxidantes [Kdnigsberg, 2008].

Otro componente de la molécula de ADN que es susceptible a ser
danada por EOx es la desoxirribosa, la que al oxidarse puede inducir al
rompimiento entre el aztcar y el grupo fosfato del siguiente nucleotido;
generar sitios apurinicos o apirimidinicos (sitios AP) mecanismos mediante
los cuales se forman rupturas de cadena sencilla o doble; lo que a su vez
provoca inestabilidad genética [Gonzalez-Torres et al., 2000; Garcia Triana
et al., 2013]. Mientras que si el dano se da a nivel de histonas se puede
llevar a cabo la formacion de enlaces cruzados que interfieren con el

plegado de la cromatina, la reparacion del ADN y la transcripcion.
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Asi mismo, el ADN mitocondrial (ADNmt) también es vulnerable a los
ataques de las ERO, a causa de su proximidad al lugar de generacion del
O2 por parte de la cadena transportadora de electrones, junto con la falta
de proteccion ya que no cuenta con histonas ni con mecanismos de
reparacion tan eficientes. En consecuencia, el dano al ADNmt es extenso,
incluso en condiciones normales; ya que las mutaciones ocurren de cinco
a 10 veces mas, en comparacion con las observadas en el ADN nuclear.
Por lo tanto, debido a que el ADNmt codifica para varias proteinas,
incluyendo enzimas de la cadena de transporte de electrones, las
mutaciones pueden conducir a problemas en la produccion de energia en
la célula y el riesgo de nuevos escapes de electrones, lo que puede agravar

el EOx [Borton y Jauniaux, 2011].

1.4 Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier molécula que retrasa, evita o elimina el
dano oxidante a una molécula, actuando como donador de electrones
(agente reductor) [Thomas, 2013]. De tal manera, que los RL pueden ser
transformados en productos menos téxicos o no téxicos para la célula
[Gonzalez-Torres et al., 2000] y se encuentran presentes en
concentraciones bajas en comparacion con la cantidad de sustratos
oxidables [Thomas, 2013].

Este sistema es fundamental para la homeostasis celular. Se divide

en defensas de tipo enzimaticas y no enzimaticas que suelen ser eficaces
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en la neutralizacion de las ERO [Borton y Jauniaux, 2011; Birben et al.,
2012].

Las defensas no enzimaticas incluyen al ascorbato (vitamina C), a-
tocoferol (vitamina E), beta-caroteno (vitamina A) y glutation (GSH), entre
otros. Estos actuan de forma coordinada, por lo que el ascorbato es
necesario para regenerar a-tocoferol. En este grupo también se encuentran
la ceruloplasmina y transferrina que juegan papeles importantes en el
secuestro de metales de transicion libres; por lo que inhiben la reaccion de

Fenton y la produccion del radical "OH.

1.4.1 Antioxidantes enzimaticos

Las defensas enzimaticas se caracterizan por tener un metal de
transicion en su nucleo, capaz de asumir diferentes valencias ya que
transfieren electrones durante el proceso de detoxificacion [Borton y
Jauniaux, 2011]. Segin sus mecanismos de accion se les considera como
antioxidantes primarios, pues evitan la reduccion secuencial y univalente
del oxigeno molecular mediante sistemas enzimaticos [Hicks et al., 2006].
De tal manera, que previenen la formacion de nuevas ERO, efecto que se
logra por la conversion de estas especies en moléculas menos perjudiciales
para la célula, antes de que puedan reaccionar con diversas biomoléculas.

Se han descrito un gran numero de enzimas especializadas que

inactivan por diferentes mecanismos a las ERO, como es el caso de la
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superoxido dismutasa SOD, catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx),

entre otras [Hicks et al., 2006].

1.4.1.1 Superoxido dismutasa

La SOD detoxifica al radical O22 mediante una dismutacion para
producir H202 y O2. La dismutacion es un tipo especial de reaccion, donde
dos molécula de sustrato, en este caso Oz son al mismo tiempo oxidadas y
reducidas, la funcion de SOD es despojar de un electron a una de estas
moléculas y la coloca en la otra. Por lo tanto, una termina con un electron
de menos, formando al Oz y la otra termina con un electron extra,
uniéndose rapidamente a dos iones de hidrogeno para formar el H2O:
[Goodsell, 2007].

Las SOD son una familia de metaloproteinas que se caracterizan por
su tipo de cofactor metalico (CuZn-SOD, MnSOD, FeSOD y NiSOD) con
ubicaciones diferentes. Las dos ultimas han sido aisladas de bacterias, la
SOD de manganeso (MnSOD o SOD2) esta restringida a la matriz
mitocondrial y la de cobre (Cu) y zinc (Zn) (CuZn-SOD o SODI1) se
encuentra en el espacio intermembranal [Borton y Jauniaux, 2011]. El
Cu?* de la CuZn-SOD es el responsable de su actividad catalitica y lleva la
transferencia de electrones, mientras que el Zn?2* estabiliza la
conformacion de la enzima [Hansberg, 2002]. La actividad de esta familia
de enzimas es imprescindible para la vida normal de los organismos y para

sobrevivir al estrés oxidante [Raamsdonk y Hekimi, 2012].
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1.4.1.2 Glutation peroxidasa

El H2O2 se puede difundir facilmente a través de las membranas
plasmaticas; ademas de ser originado via enzimatica, también puede ser
producido por la xantina oxidasa, NADPH oxidasa y por los peroxisomas;
se descompone en agua por la accion de la enzima GPx que tiene la
particularidad de poseer una selenocisteina; es decir, una cisteina en la
que el azufre ha sido reemplazado por el selenio (Se), en su sitio activo
[Hansberg, 2002]. La actividad de la GPx depende de la presencia de GSH
como donador de protones. El GSH es el principal amortiguador redox
celular y se sintetiza en el citoplasma a partir de L-glutamato, L-cisteina y
glicina. E1 GSH participa en un gran numero de reacciones detoxificantes
formando al disulfuro de glutation (GSSG), que se convierte de nuevo a
GSH por la accion de la glutation reductasa a expensas de NADPH. Esta
ultima se genera a través de la via de la pentosa fosfato, en donde la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa es la primera enzima; por lo que una
disminucion de su actividad puede comprometer las concentraciones de
GSH [Borton y Jauniaux, 2011].

Existen varios tipos de GPx en mamiferos con diferentes
localizaciones: la glutation peroxidasa tipo 1 o citosdlica (GPx1) es la mas
abundante y tiene una mayor afinidad por el H202 que por los
lipoperoxidos, la GPx2 o gastrointestinal, GPx3 o plasmatica y la GPx4 de
fosfolipidos. Todas son homotetrameros, con la excepcion de la ultima que

es un monomero [Hansberg, 2002].
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1.4.1.3 Catalasa

Al igual que la enzima GPx, la CAT puede descomponer al H2O2 en
agua y oxigeno, utilizando al i6n hierro para llevar a cabo su funcion. Una
sola enzima puede descomponer millones de moléculas de H202 cada
segundo, por ello, se le considera una de las enzimas mas eficientes
encontradas en las células [Goodsell, 2004].

Esta enzima realiza su rapida destruccion del H2O2 en dos pasos. En
primer lugar una molécula H202 se une al sitio activo de CAT. Un atomo de
oxigeno se une al Fe?* y toma un electron del hemo, el resto lo libera como
una molécula de agua. Consecutivamente una segunda molécula de H2O>
se une al sitio activo, cediendo un electron al ferroxilo y otro al hemo,
restableciendo el estado inicial de la enzima y conduciendo asi a la

formacion de agua y oxigeno [Hansberg, 2002].

1.4.2 Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos se utilizan principalmente como aditivos
alimenticios, en la industria farmacéutica y en la de productos cosméticos;
debido a su bajo costo, amplia disponibilidad y alto rendimiento, para
prevenir la rancidez, formacion de productos téxicos y decoloracion de
pigmentos que provocan en si, la pérdida de los valores nutricionales o de
calidad deseables [Xiu-Qin et al., 2009].

Dentro de los antioxidantes sintéticos destacan los que presentan un

grupo fenolico en su estructura molecular; tales como butilhidroxianisol
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(BHA), butilhidroxitolueno (BHT) y el tert-butilhidroquinona (tBHQ)
[Gunstone, 2006].

Estos antioxidantes muestran una gran eficiencia para suprimir la
propagacion de la reaccion en cadena via RL que afectan a los acidos
grasos poliinstaurados y que pueden descomponerse en aldehidos,
cetonas, alcoholes, etc., responsables del sabor y olor caracteristicos de la
rancidez. En modelos experimentales, se ha visto que algunos de estos
antioxidantes inhiben la apoptosis mediante la abolicion de la liberacion
del citocromo c, cuando son sometidas a radiacion UV en células Sf9
[Mohan et al., 2003], pueden conferir efectos neuroprotectores [Bahia et
al., 2012] y acciones citoprotectoras por contribuir a la proteccion cardiaca
[Zhang et al., 2015].

Sin embargo, no hay que perder de vista que aunque se ha
demostrado que son eficaces para proteger del EOx, el exceso de éstos
puede producir toxicidad o mutagenicidad; poniendo asi en riesgo la salud

de las personas [Nakagawa et al., 1994].

1.4.2.1 tBHQ

El tBHQ, es considerado el mas efectivo de los antioxidantes
sintéticos, por presentar una mayor estabilidad ante el proceso de
calentamiento de los aceites.

El tBHQ es un antioxidante de calidad alimentaria, que fue

desarrollado para la estabilizacion de aceites vegetales, grasas y alimentos,
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frente al deterioro, rancidez y decoloracion, ocasionados por la oxidacion
lipidica [Frankel, 2014]. Este antioxidante es liposoluble y no forma
complejos con el hierro o el cobre y esta disponible como un polvo
amarillento [Shahidi y Wanasundara, 1992].

Estudios realizados en animales de experimentacion han
demostrado la rapida absorcion y excrecion de sus metabolitos conjugados
sulfurados por la orina, de hasta un 80% en las primeras 24 horas,
principalmente encontrados como 4-O-sulfato (65%), 4-O-glucoréonido
(30%) y en menor proporcion tBHQ sin cambios [Esch, 1986].

Sus efectos toxicologicos mas importantes se han observado con
dosis mayores a 220 mg diarios/Kg de peso corporal, estos efectos
consistieron en un aumento en la incidencia de hiperplasia y de
inflamacion en rinén de ratas macho y en mayor frecuencia de
pigmentacion en bazo de hembras [OMS, 1999].

El tBHQ ha recibido gran atencion en los ultimos anos, debido a que
induce la actividad transcripcional de Nrf2 y por consecuencia ejerce un
efecto protector frente al estrés oxidante, al inducir enzimas de la fase II,
incluidas la glucoronosiltransferasa y GST [OMS, 1999; Gharavi et al.,

2007].

1.5 Hormesis
Los organismos han tenido que adaptarse a condiciones y agentes

adversos, por lo que han desarrollado mecanismos complejos para
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sobrevivir a lo largo de la evolucion, activando un proceso conservado
conocido como hormesis [Lopez-Diazguerrero et al., 2013], que se define
como una respuesta adaptativa bifasica de las células; caracterizada por
una estimulacion de dosis baja o subletal de un agente, que es danino a
dosis altas, es capaz de activar una respuesta adaptativa incrementando la
resistencia de una célula u organismo frente a un estrés mas severo
[Calabrese et al., 2010]. Los ejemplos incluyen el ejercicio, la restriccion de
energia en la dieta y la exposicion a dosis bajas de ciertos fitoquimicos
[Mattson, 2008].

Hallazgos recientes han aclarado las vias de senalizacion celulares y
mecanismos moleculares que median este tipo de respuesta tales como
cinasas y factores de transcripcion, entre ellos Nrf2 y NF-kB. Como
resultado las células aumentan la produccion de proteinas citoprotectoras
y de restauracion, incluyendo factores de crecimiento, enzimas
antioxidantes y de fase II. Una mejor comprension de los mecanismos de
hormesis en los niveles celulares y moleculares esta llevando a nuevos
enfoques para la prevencion y el tratamiento de enfermedades [Mattson,

2008].

1.6 Factores de transcripcion y estrés oxidante
Las ERO pueden inducir la expresion de varios genes implicados en
la transduccion de senales [Poli et al., 2004]. Por ejemplo, una alta

proporcion de GSH es importante para la proteccion de la célula frente al
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dano oxidante y un desequilibrio entre el cociente GSH/GSSG puede
provocar la activacion de factores de transcripcion redox sensibles; tales
como, el factor nuclear kB (NF-kB), la proteina activadora 1 (AP-1) y el
factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1), los cuales estan implicados en la
respuesta inflamatoria [Birben et al., 2012]. Ademas, del factor nuclear
eritroide 2 (Nrf2) que transcribe enzimas que mantienen el estado redox de
la célula [Kénigsberg, 2007].

No obstante, existen otros factores de transcripcion que censan el
dano oxidante a nivel del ADN con el fin de inducir su reparacion o en el
ultimo de los casos la muerte celular programada cuando no hay forma de
repararlo, como es el caso de p53 [Sablina et al., 2005]. La activacion de
factores de transcripcion a través de ERO se logra por las cascadas de
transduccion de senales que transmiten la informacién desde el exterior

hacia el interior de la célula [Birben et al., 2012].

1.6.1 Nrf2

El gen nrf2 se encuentra localizado en el cromosoma 2 (2q31.2) y
codifica para un factor transcripcional denominado factor nuclear eritroide
2 (Nrf2) [Koénigsberg, 2007]. Este factor transcripcional pertenece a una
familia de proteinas basicas con un caracteristico “zipper” o cierre de
leucinas (bzip) en el C-terminal, responsable de su union con el ADN;

mientras que la region N-terminal, esta conformada por un dominio
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acidico rico en acido glutamico y aspartico que es requerido para su
activacion transcripcional [Moi et al., 1994].

Su vida media es muy corta, de alrededor de 15-20 minutos,
sugiriendo su rapida degradacion dentro de la célula, mediante la via de
ubiquitinacion y reconocimiento del proteosoma [Nguyen et al., 2009].

La actividad de Nrf2 se encuentra constitutivamente reprimida, por
su union con la proteina citoplasmatica Keapl que fomenta la degradacion
permanente de Nrf2. Al disociarse este complejo, provoca que Nrf2 se
transloque al nucleo conduciendo asi a la activacion transcripcional. El
sistema Nrf2-Keapl contribuye a la proteccion contra el estrés oxidante
frente a varias patologias [Kénigsberg, 2007].

Se sabe que Nrf2 regula la transcripcion de diversos genes que
codifican para enzimas detoxificantes y antioxidantes como: la NADPH
quinona oxidoreductasa-1 (NQO1), glutation-S-transferasa (GST), CAT,
GPx1 y SOD1 [Jong y Johnson, 2004; Varady et al., 2012]; o que
participan en los mecanismos de sobrevivencia celular, por la induccion de
la proteina anti-apoptotica Bcl-2 [Niture, 2012]. Esto lo logra mediante su
union a una secuencia especifica del ADN conocida como ARE (elemento
de respuesta antioxidante) [Lee y Johnson, 2004; Zhu et al., 2005].

Como factor de transcripcion Nrf2 tiene un papel muy importante en
la regulacion metabdlica e interactia con diferentes sistemas de

senalizacion que responden al insumo nutricional [Sykiotis et al., 2011].
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1.6.2 NF-kB

El factor transcripcional de la cadena k de anticuerpos de células B
(NF-kB), puede ser utilizado para referirse a dos subfamilias relacionadas
estructuralmente la Rel (c-Rel, RelB, RelA (p65)) y la NF-kB (p105, p100);
estas ultimas después de madurar dan origen a las subunidades pS0 y
pS2, respectivamente. El C-terminal de las proteinas Rel contienen
dominios de activacion transcripcional (TAD), mientras que el C-terminal
de las proteinas de la subfamilia NF-kB presentan dominios de ankirina;
ambas familias comparten un dominio comun altamente conservado,
llamado dominio de homologia Rel (RHD). A través del cual, los miembros
de estas familias se unen y forman homodimeros o heterodimeros como
pS0/p65S 0 pS2/p6S con diferentes consecuencias fisiologicas, ademas de
contener las secuencias de localizacion nuclear, las de sus inhibidores
IkBs y las de union al ADN. Al igual que la subfamilia NF-kB, las proteinas
inhibidoras independientes IkB (IkBa, IxBp, IkBe e IkBy) se componen
principalmente de repeticiones de ankirina y presentan dos residuos de
serina N-terminal que sirven como sitios de fosforilacion. Los IkB inhiben
la actividad de este factor transcripcional debido a la union que presenta
con sus dimeros; esto provoca el bloqueo estérico de las secuencias de
localizacion nuclear de NF-kB y su retencion en el citoplasma.

Por lo tanto, la actividad NF-kB va a depender de su localizacion
celular. Es decir, si se localiza en el citoplasma es debido a que se

encuentra formando un complejo trimérico con alguno de sus inhibidores
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(IxB), el que a su vez, oculta la secuencia de destino nuclear y por tanto
NF-kB es transcripcionalmente inactivo. Cuando IxB se fosforila por
cinasas (IKK) en los residuos de serinas S32 y S36, se inicia un proceso de
ubiquitinacion, lo que permite el reconocimiento por parte del proteosoma
y degradacion de IkB; al desaparecer el inhibidor se descubre la secuencia
de localizacion nuclear y permite al dimero traslocarse al nucleo. Entonces
NF-kB se une al ADN y activa la transcripcion de sus genes blanco; entre
ellos los implicados en la respuesta inmunoloégica, inflamacion, respuesta
al estrés, proliferacion y diferenciacion celular, apoptosis y desarrollo
[Baldwin, 1996; Lopez-Bojorquez, 2004; Hernandez y Rojas, 2005;
Gilmore, 2006; Gloire et al., 2006].

Existen diversas senales que pueden activar a NF-kB como
estimulos mitogénicos, agentes infecciosos, antigenos virales, radiacion UV
o citocinas inflamatorias como IL-1p y TNF-a. También el estado redox o la
sobreexpresion de enzimas antioxidantes tienen un fuerte impacto sobre la
regulacion de NF-xkB; por lo tanto, este factor puede ser regulado por el
estado general de oxido-reduccion de la célula [Lopez-Bojorquez, 2004].
Por ejemplo, se sugiere que el H2O2 activa a este factor transcripcional,
principalmente a través de la via clasica IKK-dependiente, aunque los
mecanismos moleculares que conducen a esta activacion son de tipo
celular especifico [Gloire et al., 2006]. A su vez, la generacion de ERO
puede ser gatillada por un gran numero de estimulos; entre ellos, las

citocinas que convergen en la activacion de este factor transcripcional, y

40| Pdgina



con ello en la amplificacion de la respuesta inflamatoria [Miranda et al.,
2007].

También se ha senalado que NF-kB puede ejercer una accion
citoprotectora y proteger a las células del EOx a través de la induccion de
MnSOD en respuesta a TNF-a, y esto es al menos parcialmente
responsable de la resistencia a la apoptosis; presumiblemente a través de
la liquidacion de ERO [Delhalle et al., 2002]. Aunque en algunos casos
resulta ser pro-apoptético, dependiendo del estimulo y del contexto celular

[Hernandez y Rojas, 20095].

1.7 Inflamacién

El proceso inflamatorio es en si mismo, un proceso patologico;
mientras que la respuesta antiinflamatoria natural que le precede tiende a
revertir la homeostasis del tejido danado hacia la normalidad y por lo
tanto, se le considera como una reaccion de defensa [Stankov, 2012] que
protege al cuerpo contra infecciones y lesiones [Serhan et al., 2007].

Se sabe que una de las mas antiguas y conservadas respuestas
homeostaticas del cuerpo frente a la lesion, dano tisular, crecimiento
neoplasico, desordenes inmunologicos o inflamacion, es la produccion de
proteinas de la fase aguda [Guillén et al., 2011], como son la haptoglobina,
proteina C reactiva, proteina amiloide A sérica, ceruloplasmina, alfal-
glicoproteina acida y el fibrinogeno [Gauldie et al., 1987; Martinez-Subiela

et al.,, 2001] que juegan un papel clave en el proceso inflamatorio. Los

41| Pdgina



cambios en sus concentraciones plasmaticas, responden a un aumento en
su sintesis por parte del higado y aunque, no permiten conocer ni la
ubicacion, ni las causas de la reaccion inflamatoria; constituyen una
excelente herramienta como marcadores inflamatorios de origen
inmunologico [Iglesias-Gonzalez et al., 2014].

Por otra parte, la influencia de citocinas, hormonas, factores de
crecimiento, dependiendo de los receptores presentes en las células diana,
pueden activar un proceso de eliminacion celular controlada

genéticamente

1.8 Citocinas

Las citocinas son proteinas secretadas por varias células implicadas
en la inmunidad innata y adaptativa como respuesta a un estimulo. Se
sintetizan en respuesta a antigenos y actian como reguladores sistémicos
a concentraciones del orden de nano o picomoles [Filella et al., 2002;
Abbas et al.,, 2015]. De modo tal, que diferentes citocinas estimulan
distintas respuestas que participan en la inmunidad e inflamacion. En la
inmunidad innata las citocinas median las reacciones inflamatorias
iniciales y favorecen la eliminacion de los microorganismos. En la
inmunidad adaptativa estimulan la proliferacion y diferenciacion de los
linfocitos estimulados por antigenos y activan a células especializadas

como a los macrofagos [Abbas et al., 2015].
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Las citocinas son mediadores necesarios para conducir la respuesta
inflamatoria, hacia las regiones de infeccion o lesion y pueden ser del tipo
antiinflamatorias como IL-4, IL-10, IL-13 que atentan la respuesta
inflamatoria o proinflamatorias como IL-1, IL-2, IL-6, IL-7 y TNF-a que la
aumentan [Oliveira et al., 2011]. A menudo, es la actividad excesiva de
citocinas proinflamatorias o antiinflamatorias las que causan dano al

huésped o lo inmunocompromete [Lin et al., 2000].

1.8.1 Interleucina 6

NF-kB juega un papel central en la respuesta frente a infecciones y
lesiones tisulares. Por lo tanto, esta implicado en el control de una gran
variedad de genes implicados en el proceso inflamatorio; como es el caso
del gen de interleucina 6 (IL-6) [Liberman y Baltimore, 1990; Brasier,
2010].

La IL-6 es una citocina que actia en la inmunidad innata y
adaptativa genera la madurez de neutrofilos y macrofagos, la
diferenciacion y el mantenimiento de los linfocitos T citotéxicos. Por
ejemplo, en la inmunidad innata, estimula la sintesis de proteinas de fase
aguda frente a lesiones e infecciones por parte de los hepatocitos y
contribuye a los efectos sistémicos de la inflamaciéon. En la inmunidad
adaptativa, IL-6 estimula el crecimiento de los linfocitos B que se han

diferenciado en productores de anticuerpos [Abbas y Lichtman, 2015].
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IL-6 es una proteina glicosilada con una masa molecular que oscila
entre los 22 a 27 kDa dependiendo del tipo y de la cantidad de
modificaciones post-traduccionales que sufre en diferentes tejidos. Es
secretada por diferentes tipos celulares, tales como macrofagos, monocitos,
eosinofilos, hepatocitos; siendo la IL-1 y el TNF-a sus potentes inductores
[Barros et al.,, 2011; Santos et al., 2013]. Aunque también se sabe que
existen otros factores que pueden elevar en plasma su actividad como es el
caso de la exposicion al estrés psicologico [LeMay et al, 1990].

El receptor de IL-6 (IL-6R) consta de una proteina en donde se une la
IL-6 y una subunidad transductora de senales de 130 kDa llamada gp130
que activa la via JAK/STAT [Abbas y Lichtman, 2015]. Las células que
expresan tanto gpl30 e IL-6R (senalizacion clasica) media la respuesta
antiinflamatoria. En contraste, las células que expresan gp130 pero no IL-
6R, sb6lo pueden ser activadas por transenalizacion mediante el complejo
de IL-6 y IL-6R soluble (sIL-6R) que media la respuesta proinflamatoria
[Scheller et al., 2011]. En lo que respecta a la respuesta proinflamatoria se
ha observado que la expresion de IL-6 incrementa proporcionalmente
dependiendo de la gravedad de la inflamacion [Yang et al., 2014]. La
desregulacion de la senalizacion de IL-6 contribuye a la aparicion y el
mantenimiento de varias enfermedades [Heinrich et al., 2003]. Puede
causar fiebre y activar el eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, usando los

receptores a (IL-6Ra) y la subunidad gp130 y también ejercer propiedades
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antiinflamatorias durante la lesion, por liberar receptores solubles de TNF

(STNFRs) e IL-1AR [Barros et al., 2011].

1.8.2 TNF-a

El factor de necrosis tumoral (TNF-a), también conocido como
caquectina, es una citocina proinflamatoria producida principalmente por
monocitos, macrofagos, mastocitos, linfocitos T y NK. Se presenta en dos
formas: una transmembranal de 26 kDa y otra de 17 kDa, ambas son
biologicamente activas. Posee los receptores TNFR1 (55 kDa) y TNFR2 (75
kDa). El primer receptor se expresa exclusivamente en neuronas y esta
asociado a la mayoria de los efectos biologicos de TNF-a, incluyendo la
respuesta inflamatoria y la apoptosis. En tanto que el segundo se
encuentra principalmente en macrofagos y monocitos; estimulando la
proliferacion de los linfocitos T y fibroblastos [Oliveira et al., 2011; Abbas y
Lichtman, 2015].

La union de TNF-a a TNFR2, provoca la atraccion de las proteinas
denominadas factores asociados al receptor TNF (TRAF) hacia los dominios
citoplasmaticos de los receptores, los TRAF activan finalmente a factores
de transcripcion en especial a NF-kB y a la proteina de activacion 1 (AP-1),
mientras que la union de citocinas a TNFR1 induce la atraccion de una
proteina adaptadora que activa a caspasas y desencadena la apoptosis.

Se le considera uno de los mediadores mas precoces y potentes de la

respuesta inflamatoria; puesto que su principal funcion biologica consiste
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en estimular la atraccion de neutrofilos y monocitos hacia las zonas de
infeccion y activarlos para erradicar a los microorganismos, a través de
varias acciones sobre leucocitos y células endoteliales y vasculares [Abbas
y Lichtman, 2015]. Otras acciones del TNF-a consisten en activar la
coagulacion, estimular la expresion o la liberacion de moléculas de
adhesion, PGE2, factor activador de plaquetas, glucocorticoides, etc.
Aunque su vida media plasmatica es de apenas 20 minutos, esto es
suficiente para activar distalmente a otras citocinas y provocar cambios
metabolicos y hemodinamicos importantes [Oliveira et al., 2011].

Se sugiere que las ERO pueden actuar como mediadores de la
senalizacion de TNF-a. En relacion a esto se ha observado que el EOx
inducido por TNF-a puede comprometer la funcionalidad mitocondrial, al
danar su ADN y la apertura del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial, en células cardiacas [Suematsu et al., 2003; Mariappan et

al., 2007].
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2. Antecedentes

En los ultimos anos, se ha relacionado al EOx con diversas
condiciones patologicas. Entre ellas la desnutricion, considerandose a las
infecciones, la proliferacion de bacterias y la ingesta de toxinas, algunas de
las fuentes de EOx en ninos con este padecimiento [Albretch y Pelisser,
19935]. Asi mismo, otro factor importante que contribuye al EOx en ninos
con desnutricion grave es la disminucion de ciertos antioxidantes y
oligoelementos. Entre ellos, las vitaminas A, C y E [Lenhartz et al., 1998],
ceruloplasmina, B-caroteno [Becker et al., 1994], Zn, Se, GSH, la actividad
de GPx, GST [Ashour et al., 1999], CAT y SOD, asociado a un aumento en
la concentracion de MDA y por consiguiente amplificacion de LPx en
eritrocitos de ninos con desnutricion tipo marasmo [Bosnak et al., 2010].

Por su parte en nifios con desnutricion tipo kwashiorkor, existe la
evidencia que vincula el desarrollo de edema con una disminucion en los
niveles de ciertos antioxidantes como vitamina E [Becker et al., 1994],
GSH [Jackson et al., 1986; Sive et al., 1993] y albumina sérica. Ademas,
de no encontrarse mecanismos antioxidantes compensatorios, tales como
el incremento en las actividades enzimaticas de glutation reductasa y
glucosa-6-fosfato  deshidrogenasa [Becker et al.,, 1995]. Las
concentraciones bajas de estos antioxidantes pudieran ser el resultado de
las restricciones en la dieta, aunque otra opcion es que sufran degradacion

proteolitica por el proceso oxidante [Albretch y Pelisser, 1995].
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De igual modo, en modelos experimentales se ha observado una
disminucion en la actividad enzimatica de SOD y CAT en rinon, pulmon,
higado y en algunas areas del cerebro con un concomitante incremento de
LPx en estos 6rganos [Jimoh et al., 2005; Feoli et al., 2006].

En lo que respecta a los resultados obtenidos por nuestro grupo de
investigacion, se observo que la desnutricion experimental durante el
periodo de lactancia esta asociada a una disminucion en los niveles de
expresion relativa de los genes SOD, GPx y CAT que codifican para
enzimas antioxidantes en timo. Estos resultados pueden sugerir que
existen alteraciones en el manejo del estrés oxidante, desde niveles
transcripcionales, por parte de los organismos desnutridos, puesto que los
niveles de la expresion de estos genes fueron sumamente bajos e
igualmente proporcionales al nivel del desgaste corporal. Estas
alteraciones, probablemente se deban a un desequilibrio en los
mecanismos de defensa antioxidante que eliminan a los RL, lo que puede
repercutir en la funcion del timo y contribuir a explicar la deficiente
respuesta inmunolégica que se ha observado en estos organismos [Gavia,
2012].

Por otra parte, la desnutricion no sélo se caracteriza por infecciones
recurrentes, sino también por inflamacion cronica que puede afectar el
crecimiento infantil [Bourke et al., 2016]. Esto ultimo, debido a una dieta
inadecuada durante la vida intrauterina y el ambiente inflamatorio cronico

de bajo grado materno que pueden conducir a bajos niveles del factor de
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crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), asociado a un incremento de
marcadores inflamatorios tales como la proteina C-reactiva (PCR) y alfa-1-
glucoproteina acida (AGP) en plasma, que impactan en el peso y
crecimiento infantil durante el primer ano de vida; incluso si los nifios se
encuentran aparentemente saludables [Prendergast et al., 2014|. De
hecho, se propone que la desnutricion dirige la accion de la hormona de
crecimiento (GH) hacia el catabolismo de grasas y produccion de glucosa;
lejos del crecimiento lineal dependiente de energia y de IGF-1 [Bartz et al.,
2014].

Cabe senalar, que en modelos experimentales se ha demostrado que
la desnutricion proteica sin otro estimulo exégeno, induce un estado
inflamatorio de bajo grado, debido al incremento de ciertas proteinas como
son IL-6 y TNF-a en plasma. Estos cambios son similares a las respuestas
observadas durante los estados inflamatorios [Ling et al., 2004]. Las
alteraciones de estas citocinas por el efecto de la desnutricion pueden
comprometer la salud de los individuos, ya que se ha demostrado que un
incremento de citocinas como IL-6 y TNF-a predicen la mortalidad de
ninos con desnutricion severa; aunque, con una rehabilitacion nutricional
adecuada esto puede revertirse [Bartz et al., 2014].

En un estudio realizado en higado de ratones bien alimentados F2
(segunda generacion) de madres sometidas a restriccion dietética durante
la gestacion, presentaron marcas epigenéticas en el locus Lxra [Martinez et

al., 2014], el cual codifica para un receptor nuclear implicado en la
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regulacion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, en el metabolismo de
lipidos, en la regulacion de la accion de glucocorticoides y leptina
[Steffensen et al., 2004]; esto puede implicar un defecto inmunolégico
subyacente en los organismos desnutridos que inclusive compromete la
salud de su descendencia [Martinez et al., 2014].

Asi mismo, se ha encontrado un menor contenido de GSH en higado
de ratas con desnutricion proteica [Ling et al., 2004]|, inversamente
asociado con los niveles de activacion de NF-kB; dando lugar a un
aumento de la transcripcion de citocinas proinflamatorias tales como IL-1

y TNF-a [Sies et al., 1999].
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3. Justificacion

La desnutricion es un grave problema de Salud Publica que alcanza
proporciones alarmantes en los paises en vias de desarrollo. Dado que,
actualmente se estima que existen 209 millones de ninos menores de cinco
anos con algun tipo de desnutricion a nivel mundial y México no queda
excluido en estas proporciones, pues se considera que en nuestro pais
alrededor del 18% de los ninos menores de cinco anos, estan desnutridos.
Este padecimiento no sélo afecta la calidad de vida del nino, sino también
la compromete; ademas de que puede conducir a un deterioro permanente
en la vida adulta e incluso trascender a generaciones futuras.

En este estudio, se utilizo6 un modelo experimental en el que se
indujo la desnutricion durante el periodo de lactancia, que corresponde al
tiempo en donde los efectos ocasionados por la desnutricion pueden ser
mas significativos. Especificamente se menciona que los organismos
desnutridos presentan una respuesta inmunologica alterada, de ahi la
importancia de estudiar organos fundamentales para este tipo de
respuesta, tales como el timo.

Se ha propuesto que un factor que contribuye al EOx en los
organismos desnutridos es la disminucion de ciertos antioxidantes como
resultado de las restricciones en su dieta; lo cual puede conducir a un
desequilibrio en el estado redox celular. Por lo anterior, se considero de
gran relevancia determinar el contenido y actividades enzimaticas de

proteinas encargadas de contrarrestar los efectos de las ERO (tales como
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SOD, GPx y CAT); asi como, evidenciar si existe EOx en biomoléculas
(lipidos, proteinas y ADN) que son fundamentales para el correcto
funcionamiento de la célula. En primer lugar, para establecer si la
desnutricion esta relacionada con una o ambas alteraciones; ya sea en los
mecanismos de defensa antioxidante y/o con dano por estrés oxidante en
timo y en segundo lugar, evidenciar cual de estas biomoléculas presenta
mayor grado de susceptibilidad a los efectos de la desnutricion.

Por otra parte, las ERO pueden inducir la expresion de diversos
genes implicados en la transduccion de senales. Entre ellos, los que
participan en la respuesta inflamatoria; tipo de respuesta, que a su vez se
ha asociado con la desnutricion; debido principalmente, al incremento de
proteinas proinflamatorias. Por lo anteriormente expuesto, es de gran
trascendencia establecer el papel que tiene NF-kB en la desnutricion, un
factor implicado en la regulacion del proceso inflamatorio y que a su vez,
regula a genes que codifican para citocinas proinflamatorias tales como IL-
6 y TNF-a, ya que se ha demostrado que un incremento de estas citocinas
compromete la salud del individuo y predice la mortalidad infantil en nifos
con desnutricion severa. Esto con la finalidad de esclarecer si la
desnutricion influye en la respuesta inflamatoria y con el factor que regula
dicho proceso; y con ello, profundizar y comprender los mecanismos
fisiopatologicos de la desnutricion; tales como son el aumento de citocinas

proinflamatorias mediadoras de este tipo de respuesta.

52|Pagina



Se han implementado en nifios con desnutricion severa, terapias de
restauracion de la capacidad antioxidante mediante la aplicacion oral de
equivalentes de cisteina en forma de glutation, como la N-acetil cisteina
(NAC) y/o acido a-lipoico, los cuales han sido beneficiosos para la
recuperacion bioquimica y clinica; evidenciado por el incremento de GSH
en sangre y su velocidad de sintesis; asi como, aumento en la
concentracion total de proteinas. Por su parte en modelos experimentales,
se ha evidenciado que la administracion de NAC en ratones desnutridos a
los que se les provoca una herida cutanea, mejoran el tiempo de
cicatrizacion relacionado con un incremento en la expresion de TNF-a e
infiltracion de neutrofilos a niveles observados en el grupo control y con
ello, restauracion de la respuesta inflamatoria.

Sin embargo, aun no se ha evaluado conjuntamente el efecto de un
compuesto sobre los mecanismos de proteccion antioxidante y el proceso
inflamatorio sin otro estimulo exégeno, en organismos desnutridos. Con
base en lo anterior, se deriva la idea de utilizar un antioxidante sintético
(tBHQ), para evaluar el posible efecto protector contra el dano oxidante
mediado por mecanismos de proteccion antioxidante y el estado
inflamatorio regulado por NF-kB; vinculados con la desnutricion y por
ende proponer posibles tratamientos preventivos o coadyuvantes en la
terapia nutricional para aminorar los danos ocasionados por esta
patologia. Lo que probablemente traeria consigo beneficios en la salud del

individuo.
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4. Pregunta de investigacion
¢El tBHQ tendra un efecto protector sobre los mecanismos de
proteccion antioxidante y el proceso inflamatorio en ratas lactantes

desnutridas?

5. Hipotesis
1. La desnutricion afectara los mecanismos de proteccion
antioxidante e incrementara el dano oxidante y el estado
inflamatorio.
2. El tBHQ protegera del dano por estrés oxidante y disminuira el
proceso inflamatorio por el restablecimiento de los mecanismos

de proteccion antioxidante.

6. Objetivo general
Evaluar el efecto protector del tBHQ sobre los mecanismos de
proteccion antioxidante y el proceso inflamatorio en ratas lactantes

desnutridas.

6.1 Objetivos particulares
1. Evaluar el estado antioxidante y el dano por estrés oxidante en
lipidos, proteinas y ADN en timo de ratas lactantes desnutridas.

2. Determinar el estado inflamatorio sistémico en ratas desnutridas.
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. Analizar el efecto del tBHQ sobre el estado antioxidante y el dano por
estrés oxidante en lipidos, proteinas y ADN.
. Establecer el efecto del tBHQ sobre el proceso inflamatorio sistémico

en ratas desnutridas.
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7. Material y métodos

Se emplearon ratas nodrizas de la cepa Wistar, crecidas en los
bioterios de la Universidad Auténoma Metropolitana Xochimilco e
Iztapalapa (UAM-X y UAM-I), mantenidas bajo las siguientes condiciones:
L12/012 a 25°C y Humedad relativa del 45%, con agua filtrada y alimento
balanceado para roedores PMI 5001 (Lab Diet, St. Louis, EUA) ad libitum,;
mantenidas en cajas de acrilico transparentes (Circulo ADN, México); con
cama de viruta de madera estéril, especial para roedores Beta-Chip (Nepco,
NY, EUA). Los procedimientos utilizados se desarrollaron de acuerdo a las
guias aprobadas institucionalmente (UAM-I), basadas en la guia del
National Institute of Health (NIH) para el uso de animales de
experimentacion [Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
2010]; asi como, en la Norma Oficial Mexicana NOM 062-ZO0-1999

[SAGARPA, 2001].

7.1 Desnutricion experimental

La desnutricion se indujo por el método de competencia de alimento
durante el periodo de lactancia, el cual consiste en incrementar el nimero
de crias por una madre nodriza, basado en la reduccion de la cantidad de
alimento consumido por cada una de las crias. Se distribuyeron
aleatoriamente a cada una de las crias al dia siguiente después de su
nacimiento en 2 grupos: grupo desnutridas (DN; 15 crias) y grupo bien

nutridas (BN; 6 crias). Se llevo a cabo el registro del peso corporal cada
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tercer dia, desde el dia 1 hasta los 21 dias de edad (destete). Al dia 21, se
determino el grado de desnutricion considerandose con DN3, cuando
presentaron un déficit de peso del 40% o mas, DN2 cuando fluctuo entre el
25-39%, y DN1 cuando el déficit se encontro entre el 10-24% con respecto

al peso promedio de las BN de la misma edad [Ortiz et al., 1996].

7.2 Grupos experimentales

El grupo control (Ct) estuvo conformado por ratas BN, DN1, DN2 y
DN3 sin tratamiento; mientras que el grupo experimental estuvo
conformado por ratas BN, DN1, DN2 y DN3 con tratamiento, a estas
ultimas se les administré una dosis de tBHQ (Sigma, St. Louis, EUA) a una
concentracion de 75 mg/kg de peso corporal, via intraperitoneal (i.p.)
durante tres dias desde el dia 18 al 20 después de su nacimiento; cabe
senalar que la dosis fue previamente establecida en base a una curva

dosis- respuesta.

7.3 Tratamiento con tBHQ

Se administraron diferentes dosis de tBHQ [0, 25, 50, 75 y 100
mg/kg de peso corporal] a ratas BN, DN1, DN2 y DN3 via i.p. por 3 dias,
desde el dia 18 al 20 después de su nacimiento, para realizar una curva
dosis-respuesta con el fin de seleccionar una concentracion experimental
adecuada, basada en la determinacion del cociente GSH/GSSG mediante

la técnica de HPLC, posteriormente descrita.
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7.4 Obtencion de muestras

Las ratas de 21 dias de edad, tanto Ct como tratadas con tBHQ, se
sacrificaron por dislocacion cervical, se les disectoé el timo y se recolecto
alrededor de 500 puL de sangre venosa por puncion cardiaca en tubos BD
Microtainer® con EDTA Kz (Becton, Dickinson and Company, NJ, EUA)
bajo condiciones asépticas [Bolant et al., 1990]; las muestras de sangre se
centrifugaron a 1000 xg a 4° C y se obtuvo el sobrenadante.

El tejido y plasma se almacenaron a -70°C, para llevar a cabo las

siguientes determinaciones.

7.5 Extraccion y cuantificacion de proteinas

La extraccion de proteinas totales se realizo de la siguiente manera:
Se colocaron 100 mg de tejido timico en un tubo eppendorf estéril, al cual
se le anadi6o 200 pL de buffer de lisis T-PER (Thermo Fisher Scientific, MA,
EUA) suplementado con inhibidor de proteasas 1 mM DTT y 0.1 mM PMSF
(Sigma, St. Louis, EUA) para disgregarlo; posteriormente se incubo el
homogeneizado durante 5 min en hielo, se centrifugdé a 14 000 xg por 20
min y se recupero el sobrenadante. A partir del cual, se determiné la
concentracion de las proteinas totales por medio del método de Bradford
utilizando el reactivo comercial (Bio-Rad, CA, EUA) [Bradford, 1976] y un
estandar de albumina sérica bovina (BSA) 1.41 mg/mL (Bio-Rad, CA,

EUA), para la realizacion de una curva estandar.
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7.6 Dano a lipidos por estrés oxidante

El grado de lipoperoxidacion en timo se establecio por el método que
determina la formacion de malondialdehido (MDA) en presencia de acido
tiobarbiturico. 100 mg de tejido timico de ratas Ct y con tratamiento
fueron colectados, disgregados y resuspendidos en 1mL de NaCl al 0.9%
(Sigma, St. Louis, EUA), a partir del homogeneizado se cuantifico la
proteina utilizando el reactivo comercial Bradford (mencionado en
apartado 6.5). A continuacion a 200 pL de esta mezcla se le agrego 2mL del
reactivo acido tiobarbiturico (TBA) (Sigma, St. Louis, EUA) que contenia
[0.075 g de TBA, 2.25 mL de acido tricloroacético (TCA) (Sigma, St. Louis,
EUA) y 397.8 uL de HCI (Sigma, St. Louis, EUA), en un volumen final 15
mL de H20 miliQ], se agitd y se dejo incubar a 94°C durante 20 min, junto
con diferentes concentraciones de MDA para la elaboracion de la curva
estandar. Posteriormente, las muestras se mantuvieron en hielo durante
cinco min y se centrifugaron a 3000 xg durante 15 min. La densidad
optica se estimo6 en el sobrenadante a una longitud de onda de 532 nm.
Los resultados se expresaron en pmol de MDA /mg de proteina, calculados

por interpolacion en la curva estandar [Buege y Aust, 1978].

7.7 Daiio a proteinas por estrés oxidante
Los niveles de proteina oxidada en timo se determinaron de acuerdo
con el método descrito por Preston (1996), mediante el uso del kit

OxyBlot™  (Chemicon Internacional, MA, EUA), siguiendo Ilas
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especificaciones del proveedor como se indica a continuacion: 20 pg de
proteina cuantificada por el método de Bradford (apartado 6.5), se llevaron
a un volumen final de 5 pL con agua miliQ, se desnaturalizaron las
proteinas con 5 pL de duodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma, St. Louis,
EUA) al 12%, posteriormente se procedio a derivatizar, anadiendo 10 pL de
solucion 1X de 2,4-Dinitrofenilhidrazina (DNPH), se incubaron a
temperatura ambiente durante 15 minutos y se anadieron 7.5 pL de
solucion neutralizadora. Las muestras fueron separadas en un gel
prefabricado SDS-PAGE al 12% (Bio-Rad, CA, EUA) y transferidas a una
membrana de PVDF (GE Healthcare, México). Las membranas se
bloquearon con 20 mL de TBS-Tween 0.1% y 0.5% leche libre de grasa
durante 1 h, se lavaron tres veces con TBS-Tween y posteriormente se
incubaron con anticuerpo primario: conejo Anti-DNP durante toda la
noche. Al dia siguiente, las membranas se lavaron tres veces con TBS-
Tween, se incubaron con anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
de rabano durante 1 h y se lavaron tres veces. Las bandas de las proteinas
se revelaron utilizando el reactivo quimioluminiscente comercial (Thermo
Scientific Supersignal, MA, EUA) y la proporcion de proteinas oxidadas fue
cuantificada por analisis densitométrico, utilizando el fotodocumentador
KODAK Gel Logic 100 Imaging System (GL 100) y el software Kodak

Imaging Molecular v (4-5.1) (Eastman Kodak Corporation, NY, EUA).
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7.8 Dano al ADN por estrés oxidante
7.8.1 Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN de timo de ratas sin tratamiento, mediante el
método de yoduro de sodio (Nal) [Wang et al., 1994]. Para ello, se utilizaron
100 mg de tejido, que se homogenizé con 1000 pL del amortiguador A
[0.32M sacarosa (Merck, México), 5SmM MgCl. (Sigma, St. Louis, EUA), 10
mM Tris-HCl (Promega, WI, EUA), 0.1 mM desferroxamina (Sigma, St.
Louis, EUA), 1% (v/v) Triton X-100 (Sigma, St. Louis, EUA), pH = 7.5]. Se
centrifugé a 1500 xg por 10 min a 4°C, se decanto el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla con 1000 pL del mismo amortiguador. Se realizo un
segundo centrifugado bajo las mismas condiciones. Se decantd el
sobrenadante y se resuspendi6 el boton con 1000 pL de amortiguador B
[10 mM Tris-HCl, 5SmM EDTA-Na, (Sigma, St. Louis, EUA), 0.15 mM
desferroxamina, pH = 8.0]; se agregaron 100 pL de SDS al 10%, 40 pL de
RNasa T1 (Sigma, St. Louis, EUA) a una concentracion de 20 U/pL, 60 pL
de RNasa A (Sigma, St. Louis, EUA) a una concentracion 20 U/uL y se
agitdé por inversion. Los tubos se incubaron a 37°C por una h en bano de
agua para la activacion de las RNasas. Pasado este tiempo, se adicionaron
50 pL de Proteinasa K (Sigma, St. Louis, EUA) a una concentracion de 30
U/pL y se incub6 a 37°C por 1h. Los tubos se centrifugaron a 5000 xg por
15 min a 4°C; se recuperd el sobrenadante y se coloco en hielo, esta
porcion contenia el ADN. Al sobrenadante se le agregé 1 mL de solucion de

Nal [7.6 mM Nal (Reasol, México), 40 mM Tris-HCIl, 20 mM EDTA-Naz, 0.5
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mM desferroxamina, pH = 8.0] y 1 mL de isopropanol absoluto frio (JT
Baker, México), se agito por inversion y después los tubos se almacenaron
a —20°C, durante toda la noche. Al dia siguiente, se tomo6 el ADN y se
transfirio a tubos eppendorf estériles, se centrifugaron a 9000 xg por 15
min a 4°C, se decanté el sobrenadante, posteriormente se le agregé 1 mL
de isopropanol frio al 60% (v/v) y se resuspendio lentamente, se centrifugo
a 9000 xg por 10 min a 4°C, se decanto el sobrenadante, se agregé6 1 mL
de etanol (JT Baker, México) al 70% (v/v) frio, se resuspendio, se
centrifugé a 9000 xg por 10 min a 4°C y se decanto el sobrenadante; se
agregaron 200 pL de desferroxamina 0.1 mM y se resuspendio la pastilla;
para finalizar se adicionaron 100 pL de desferroxamina 0.1 mM y se
almacenaron las muestras a -20°C [Helbock et al., 1998].

La pureza del ADN fue determinada de acuerdo al cociente
A260/A280 y la concentracion del ADN fue determinada
espectrofotométricamente a 260 nm utilizando la siguiente ecuacion:

» [ADN] en ug/ mL= (Abs 260 nm X Factor de dilucion X 50 ug ADN/mL)

7.8.2 Hidrolisis enzimatica de ADN
Para la hidrolisis enzimatica del ADN, se utilizaron las enzimas ADN
nucleasa P1 y fosfatasa alcalina, para obtener nucleésidos puros y
posteriormente inyectar 100 pL de éstos en la HPLC. La hidrdlisis se
realizo de la siguiente manera: por cada 100 pg de ADN se adicionaron 2

pL de acetato de sodio (Sigma, St. Louis, EUA) 1M, 2.5 pL de nucleasa P1
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(Sigma, St. Louis, EUA) a una concentracion 0.4 U/pL y la cantidad de
agua necesaria para completar un volumen de 100 pL, se incubaron por
30 min a 37°C; y se adicionaron 4 pL de Tris-HCI 1M, pH 7.4 y 13.5 pL de
enzima fosfatasa alcalina 0.22 U/pL (Sigma, St. Louis, EUA), ésta ultima,
anteriormente disuelta en amortiguador de fosfatasas [S0% (v/v) de glicerol
(Sigma, St. Louis, EUA), 50 mM de MgCly (Sigma, St. Louis, EUA) y 0.1
mM de ZnCl, (Sigma, St. Louis, EUA), pH = 7.5]. Posteriormente se incubo
por 1 h a 37°C. Las muestras fueron centrifugadas y la fase acuosa fue

obtenida para ser analizada en el equipo de HPLC.

7.8.3 Curvas patron
Se realizaron curvas patron tanto para la molécula 8-OHdG como para
la desoxiguanosina (dG); usando estandares comerciales (Sigma, St. Louis,
EUA). Para ello, se prepararon soluciones a concentraciones de 25, 50, 100,
200 y 300 nM de dG y soluciones de 2, 5, 10 y 20 nM de 8-OHdG y se
inyectaron 100 pL de cada una de estas soluciones, en el sistema

cromatografico HPLC.

7.8.4 Cuantificacion de 8-OHdG y dG
Para la cuantificacion de 8-OHdG y dG se tomaron 100 pL de ADN
extraido del timo y se inyectaron en el sistema cromatografico. La
cromatografia utilizada fue isocratica en fase reversa con flujo de

lmL/min; la separacion se realizo en una columna supelcosil LC-18
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(supelco) con una fase movil de fosfato monobasico de potasio (JT Baker,
Meéxico) 50 mM pH 5.5 y metanol (Sigma grado HPLC) al 8%, con una
bomba WATERS 600. El sistema cromatografico estuvo acoplado a un
detector UV-VIS WATERS 485, para detectar la dG a una longitud de onda
de 254 nm debido a sus dobles enlaces conjugados y a un detector
electroquimico (ANTEC LEYDEN, Intro), el cual permitié identificar el
aducto 8-OdHG a 290 mV.

Se determiné la concentracion correspondiente de dG y de 8-OHdAG
integrando el area bajo la curva e interpolando ese valor con la curva
patron correspondiente para cada compuesto. A continuacion, la
concentracion de la molécula 8-OHdG se dividio entre la concentracion de
dG y el cociente correspondio al numero de bases danadas que

presentaron cada una de las muestras.

7.9 Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad de las enzimas SOD, GPx y CAT en timo fueron
determinadas a partir del sobrenadante obtenido de la extraccion de
proteinas (apartado 6.5) y los resultados fueron expresados como mU/mg

de proteina, mediante métodos espectrofotométricos.

7.9.1 Actividad de SOD
La actividad se determiné por el método de Suzuki (2000). En donde

se utilizo el sistema xantina/xantina oxidasa como generador constante
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del radical superoxido, el cual, al entrar en contacto con el nitroazul de
tetrazolio (NBT) lo reduce y forma un producto llamado formazan, cuyo
cambio de color puede ser detectado mediante espectrofotometria a 560
nm, cuando la SOD inhibe la reduccion del NBT [Suzuki, 2000].

Se incorporé a 10 uL de proteina total, 1.45 mL de la solucion de
trabajo [100 mL de solucion amortiguadora de sodio-carbonato 50 mM
(Sigma, St. Louis, EUA), 1.5 mg de xantina (Sigma, St. Louis, EUA), 20.4
mg de NBT (Sigma, St. Louis, EUA), 2.9 mg de EDTA], 25 uL de solucion de
xantina oxidasa (Sigma, St. Louis, EUA) preparada en fresco [0.1 U de XO
en 1 mL de sulfato de amonio 2 M (Sigma, St. Louis, EUA)]. Para la
muestra blanco de calibracion, se incorporaron los mismos elementos,
excepto que en lugar de muestra se utilizaron 25 pL de solucion para
homogenizar. Las lecturas de absorbancia se realizaron a una longitud de
onda de 560 nm, una lectura cada 30 segundos durante 5 min.

Las actividades se calcularon mediante las siguientes ecuaciones:

= % de inhibicion= [AAseoblanco - AAseomuestral*100

AAseoblanco
» USOD/mL= (% de inhibicién) / (50%) (mL de muestra).

» USOD/mg proteina de tejidos= [(U/mL)/(mg/mL de proteina en

la muestra)] * Factor de dilucién.

7.9.2 Actividad de GPx
Se determiné la actividad de GPx mediante la catalisis del HoO» en

H2O, mediada por glutation reducido; se monitore6 la reduccion del
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NADPH al mantener constantes los niveles de glutation reducido [Folhé y
Gunzler, 1984].

Para realizar la cuantificacion: Se utilizé6 un blanco experimental que
contenia 100 uL de solucion de azida de sodio 20 mM (Sigma, St. Louis,
EUA), 100 uL de solucion de glutation reductasa 15 U/mL (Sigma, St.
Louis, EUA), 100 uL de solucion de NADPH 1.5 mM (Sigma, St. Louis,
EUA) y 500 uL de H2O desionizada. Se registro la absorbancia a una
longitud de onda de 340 nm en una celda de cuarzo. Todas las soluciones
se prepararon en fresco. Posteriormente se preparé un primer blanco, a
partir del blanco experimental, agregando 20 uL de solucion de GSH 250
mM (Sigma, St. Louis, EUA) y 50 uL de muestra. Se registr6 el cambio en
la absorbancia a 340 nm cada 3 seg durante 40 seg. A continuacion se
agregaron 20 pL de solucion de H202 10 Mm (Sigma, St. Louis, EUA) y se
registro nuevamente la absorbancia durante el mismo intervalo de tiempo.
Finalmente para la preparacion del segundo blanco, se incorporé en una
celda de plastico 100 uL de solucion amortiguadora de fosfatos 500 mM
pH=7.2, 10 uL de solucion EDTA 50 mM, 100 uL de NaNsz, 100 uL de
glutation reductasa 15 U/mL, 100 uL de solucion NADPH 1.5 mM, 550 uL
de H>O desionizada, 20 uL de GSH y 20 uL de H2O». Se realiz6 la lectura a
340 nm por el mismo intervalo de tiempo. Las actividades se calcularon
mediante las siguientes ecuaciones:

» UGPx/mL = |[(AA3s0 muestra — AAszsw primer blanco -

AAsqosegundo blanco)/ 6.22]*(400).
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» UGPx/mg proteina de tejido = (UGPx) / (mg/mL de proteina de

la muestra).

7.9.3 Actividad de CAT

Se determiné la actividad de esta enzima utilizando como sustrato el
H202, midiendo el decremento de su concentracion por analisis
espectrofotométrico [Aebi, 1984]. Se incorporé en una celda de cuarzo 10
uL de la muestra con 1.5 mL de la solucion de trabajo [200 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos 0.1 M (Sigma, St. Louis, EUA) y 200 mL de H202
20 mM]. Para la muestra blanco de calibracion, se incorporaron los
mismos elementos pero sin muestra. Las lecturas de absorbancia se
realizaron a una longitud de onda de 240 nm, midiendo la reduccion de la
concentracion de H2O»2 cada 15 segundos durante dos minutos.

Las actividades se calcularon mediante la siguiente ecuacion:

» UCAT/g de proteina= [(Absorbancia a 240nm / 0.0394) * (1000)]

/mg/mL de proteina en la muestra.

7.10 Medicion de GSH y GSSG

El contenido de glutation reducido (GSH) y disulfuro de glutation
(GSSQG) se determino por la técnica de HPLC siguiendo el protocolo descrito
por [Farris, 1987; Gomez-Quiroz, 2008], con algunas modificaciones. 100

mg de tejido fueron colectados en 1 mL de acido perclorico/BPDS
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(APC/BPDS 1mM (Sigma, St. Louis, EUA)) y disgregado sobre hielo por 30
s; la suspension fue centrifugada a 10 000 xg por 5 min a 4°C. Enseguida
se utilizo el extracto puro a una dilucion 1:10 con PBS, sin derivatizar. Se
tomaron 100 pL 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 pm de particula, utilizando como fase movil acetonitrilo al 1%
y buffer de fosfato de potasio (KH2PO4) 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 pM].

7.11 Analisis de proteinas

La cuantificacion del contenido de las proteinas SOD, GPx, CAT, NF-
kKB p50, NF-kB p65 y actina en timo de ratas con tratamiento y sin
tratamiento fue determinada por medio de la técnica de Western Blot. El
tejido fue disgregado manualmente y resuspendido en buffer de lisis
(método de extraccion mencionado apartado 6.5). Los lisados fueron
separados en un gel SDS-PAGE al 12% y transferidos a una membrana de
PVDF. Las membranas se bloquearon con TBS-Tween 0.1%, 0.5% leche
libre de grasa durante 1 h y posteriormente se incubaron con anticuerpo
monoclonal para SOD, GPx, CAT, NF-kB p50, NF-kB p65 y actina (Santa
Cruz, TX, EUA) durante toda la noche. Las membranas se lavaron tres

veces con TBS-Tween y se incubaron con su respectivo anticuerpo
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secundario, conjugado con peroxidasa de rabano durante 2 h; después se
lavaron tres veces y se revelaron las membranas utilizando un reactivo
quimioluminiscente comercial. La proporcion de estas proteinas fue
cuantificada por analisis densitométrico, utilizando el software Kodak

Imaging Molecular v (4-5.1).

7.12 Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

A partir del plasma obtenido de ratas con tratamiento y sin tratamiento
se determin6é el contenido de IL-6 y TNF-o mediante el uso de los
respectivos kits LEGEND MAXT™ Rat (BioLegend, CA, EUA) que consisten
principalmente en la utilizacion de anticuerpos monoclonales especificos
que recubren la placa, de tal forma que si esta presente el antigeno en la
muestra problema, este reacciona especificamente con el anticuerpo fijado
al soporte (anticuerpo capturador), posteriormente se agrega un segundo
anticuerpo de deteccion marcado con biotina que es especifico para el
antigeno y subsecuentemente solucion de Avidina-HRP que se utiliza como
un segundo paso para la deteccion del anticuerpo biotinilado. Las
cuantificaciones se realizaron en un lector de placas de 96 pozos Hreader I

Elisa Reader (HLAB medical, CO, EUA) a una longitud de onda de 450 nm.
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7.13 Analisis estadistico

Se obtuvieron datos de estadistica descriptiva: media, desviacion
estandar y error estandar. Los datos obtenidos fueron expresados como
promedio + E.E de los diferentes ensayos y las muestras utilizadas para
cada experimento se realizaron por triplicado. Se utiliz6 la prueba de
comparaciones multiples de Duncan. Para determinar la asociacion entre
los datos obtenidos, se utilizo el coeficiente de correlacion de Spearman.
Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa NCSS 2001
software Windows Version 2.0 (NCSS Statistical Software, Kaysville, UT,

EUA), considerandose diferencias significativas cuando p < 0.05.

70| Pagina



8. Resultados

8.1 Generalidades de los diferentes grupos de estudio

El grupo control estuvo constituido por 100 ratas organizadas de la
siguiente manera (BN=25; DN1=25; DN2=25 y DN3=25). De igual manera,
el grupo experimental tratado con tBHQ [75 mg/kg de peso] estuvo
conformado por la misma cantidad de animales; es decir (BN-tBHQ=25;
DN1-tBHQ=25; DN2-tBHQ=25 y DN3-tBHQ=25); cabe senalar, que la
clasificacion del grado de desnutricion independientemente del
tratamiento, dependi6é del déficit de peso corporal clasificandolas como
(DN1, DN2 y DN3) en base al peso corporal de sus respectivos grupos BN.

La Tabla 1 muestra los promedios de los pesos corporales y timicos
de los grupos controles y experimentales; asi como, sus respectivos déficits
de peso a los 21 dias de edad. En dicha tabla, se puede apreciar una
disminucion en la ganancia del peso corporal y peso timico para los
diferentes grados de desnutricion DN1, DN2 y DN3 controles con déficits
corporales del 16%, 31% y 453% y timicos del 11%, 21% y 49%;
respectivamente, en base al peso corporal y peso del timo del grupo BN
control. Por su parte, los grupos DN1, DN2 y DN3 tratados con tBHQ
presentaron déficits corporales del 21%, 36% y 54% y timicos del 18%,
35% y 54% respectivamente, en base a su correspondiente grupo BN
tratado con tBHQ.

Asi mismo, no se encontraron diferencias significativas entre los

pesos corporales y timicos de los grupos controles desnutridos y con
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tratamiento desnutridos; a excepcion del grupo BN-tBHQ con un
incremento del 4.5% con respecto al grupo control BN sin tratamiento.
Adicionalmente, se observdé una correlacion positiva r= 0.71 entre el peso

corporal y el peso timico de todos los grupos controles y del 0.72 para los

pesos corporales y timicos de los grupos tratados con tBHQ.

Tabla 1. Pesos y déficits corporales y timicos de los grupos controles y

experimentales
Promedio + E.E BN DN1 DN2 DN3
n=25 n=25 n=25 n=25
Peso corporal (g) 54.34 + 4.0 45.39 + 2.6* 37.07 £2.5* 29.39 + 3.8*
Déficit corporal (%) 16 31 45
Peso de timo (g) 0.23 +0.04 0.20 £0.05* 0.17 £0.05* 0.11 £0.03*
Déficit timico (%) 11 21 49
BN-tBHQ DN1-tBHQ DN2-tBHQ DN3-tBHQ
n=25 n=25 n=25 n=25
Peso corporal (g) 56.78 £ 5.5% 44.52 £1.6* 36.18 £ 2.5  27.81 £+ 5.2*%
Déficit corporal (%) 21 36 54
Peso de timo (g) 0.22 + 0.04 0.17 £0.03* 0.14 +0.06* 0.10 £ 0.02*
Déficit timico (%) 18 35 54

Diferencias estadisticamente significativas (*p<0.05) en ratas DN tratadas con
tBHQ o controles con respecto a su correspondiente grupo BN. Diferencias
estadisticamente significativas ($p<0.05) entre grupos tratados y no tratados.

8.2 Niveles de GSH/GSSG

Con el fin de seleccionar una dosis adecuada de tBHQ se determino
el estado redox en timo de ratas desnutridas (n=32) y bien nutridas (n=12),
en base al contenido de glutation reducido y glutation oxidado; y con ello a
su vez, se determiné el cociente GSH/GSSG mediante la realizacion de una

curva dosis-respuesta. Por consiguiente, se administraron dosis de O, 25,
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50, 75y 100 mg de tBHQ/kg de peso corporal a ratas BN y con diferentes
grados de desnutricion, por via intraperitoneal durante 3 dias, desde el dia
18 al 20 después de su nacimiento. Es de gran importancia senalar que a
ratas BN (n=6) al ser tratadas con una dosis de 100 mg de tBHQ/kg de
peso corporal, gener6 un efecto toxico. De tal modo, que ésta
concentracion provoco una letalidad del 50%. Por lo tanto, esta dosis se
descarto en los ensayos sucesivos.

Se obtuvieron datos sobre el estado redox a través del cociente
GSH/GSSG en timo de ratas BN y con diferentes grados de desnutricion,
tratadas con 0, 25, 50 y 75 mg tBHQ/kg de peso corporal, los cuales se
pueden observar en la Figura 1. En esta grafica se puede apreciar que los
grupos DN2 y DN3 con dosis de O mg/kg de peso presentaron una
disminucion del 58% y 77%, de este cociente respectivamente en
comparacion a su grupo BN. Por su parte los grupos DN1, DN2 y DN3
tratados con 25 mg presentaron una disminucion de alrededor del 57% en
comparacion a su respectivo grupo BN. Los grupos tratados con 50 mg de
tBHQ no presentaron cambios. En contraste a lo observado en animales
DN2 y DN3 a los que se les administré6 75 mg de tBHQ/kg de peso
corporal, que exhibieron un incremento de 2.8 y 5.8 veces mas en los
niveles del cociente GSH/GSSG; con respecto a sus grupos desnutridos

sin tratamiento.
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Figura 1. Cambios en el estado redox en timo de ratas BN y DN con
diferentes tratamientos. Los animales fueron tratados con dosis de 0, 25, 50 y
75 mg de tBHQ/kg de peso corporal. El cociente GSH/GSSG fue determinado
mediante la técnica de HPLC. Las barras representan el promedio + E.E de al
menos un experimento independiente. *p<0.05 Diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos DN con diferentes tratamientos en relacion a su
grupo BN. #p<0.05 Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
tratados con una dosis de 75 mg de tBHQ/kg de peso corporal, con respecto a su
correspondiente grupo control. Prueba de comparaciones multiples de Duncan.

8.3 Daiio a lipidos por estrés oxidante

La Figura 2 muestra los resultados obtenidos de la evaluacion del
ensayo de lipoperoxidacion en timo de ratas de 21 dias de edad,
provenientes del grupo control y experimental. En donde se puede apreciar
que los niveles de LPx en timo de ratas con DN1 control no presentaron
diferencias estadisticamente significativas en relacion al BN sin
tratamiento. Mientras, que para los grupos con DN2 y DN3 controles se
observo un incremento en la oxidacion de lipidos estadisticamente
significativo por 2.7 y 3.4 veces mas, respectivamente; p <0.05, en
comparacion al grupo BN sin tratamiento. Por su parte, todos los grupos
desnutridos con tratamiento no presentaron diferencias significativas en
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relacion a su respectivo grupo BN. Al comparar los grupos controles sin
tratamiento y con tratamiento se pudo observar que las ratas con DN2 y
DN3 tratadas con tBHQ presentaron una disminucion estadisticamente
significativa del 66% y del 80% respectivamente, en comparacion a los
grupos DN2 y DN3 controles sin tratamiento.

Los valores de correlacion entre el peso corporal y peso timico del
grupo control mostraron que ambos se asocian negativamente con el
incremento de LPx (r = -0.657; p <0.01 y r = -0.729; p <0.01,
respectivamente). A diferencia de los valores de correlacion entre el peso
corporal y peso timico de los grupos experimentales, que mostraron una

asocian positiva con respecto a los valores de oxidacion de lipidica (r =

0.602; p <0.01 y r = 0.69; p <0.01, respectivamente).

B Ct
L tBHQ

MDA umol/mg de proteina

BN DN1 DN2 DN3

Figura 2. Lipoperoxidacion [umol MDA/mg de proteina] en timo de
ratas controles y tratadas con tBHQ. Cada barra representa el promedio de la
concentracion de MDA * E.E de cinco determinaciones independientes realizadas
por triplicado. *p<0.05 Diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes grados de DN tratados con respecto a su grupo DN control. ¥p<0.05
Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos desnutridos controles
con respecto al grupo BN control. Prueba de comparaciones multiples de Duncan.
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8.4 Daiio a proteinas por estrés oxidante

En la Figura 3 se representan graficamente los promedios de los
datos obtenidos de la evaluacion del dano oxidante a nivel de proteinas de
los grupos control y de los diferentes grupos experimentales, en base al
contenido de proteinas carboniladas en timo de ratas de 21 dias de edad.
En donde, se puede observar nuevamente que los niveles de dano por
estrés oxidante a nivel de proteinas no presentaron diferencias
estadisticamente significativas para el grupo DN1 control en relacion a su
respectivo grupo BN. En cambio los grupos DN2 y DN3 controles
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p <0.05), con un
incremento de hasta 2.6 veces y 3.9 de proteinas carboniladas
respectivamente, en comparacion con el grupo BN control. Por su parte las
ratas con DN1, DN2 y DN3 con tratamiento no presentaron diferencias
significativas con respecto al grupo BN experimental. Al comparar los
valores de oxidacion de proteinas entre grupos DN tratados y no tratados,
se pudo observar que los grupos experimentales DN2 y DN3 presentaron
diferencias significativas; p<0.05, con respecto a los mismos grados de
desnutricion sin tratamiento, con una disminucion del 73% y del 84% en
la carbonilacion de proteinas, respectivamente. La correlacion entre el peso
corporal y la del timo del grupo control mostro que la disminucion de éstos
se asocia con mayores valores de dano oxidante a nivel de proteinas (r = -
0,755; p <0,01 y r = -0,819; p <0,01, respectivamente). Mientras que los

valores de correlacion entre el peso corporal y timico de los grupos
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experimentales no mostraron asociacion con el dano oxidante a nivel de

proteinas.

, t , ECt

Carbonilacién de proteinas
Normalizacién con B-actina
N
1

BN DN1 DN2 DN3

Figura 3. Dano oxidante a nivel de proteinas en timo de ratas
controles y tratadas con tBHQ. Cada barra representa el promedio del contenido
de proteinas carboniladas * E.E de cinco determinaciones independientes
realizadas por duplicado. *p<0.05 Diferencias estadisticamente significativas entre
los diferentes grados de DN tratados con respecto a su grupo DN control. ¥p<0.05
Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos desnutridos controles
con respecto a su grupo BN. Prueba de comparaciones multiples de Duncan.

La Figura 4 representa las imagenes digitales obtenidas a partir de la
técnica de Western Blot de proteinas oxidadas en timo, en donde se
muestra la comparacion de proteinas oxidadas entre los grupos control sin
tratamiento (Figura 4a) y los grupos experimentales tratados con tBHQ
(Figura 4b), utilizando como control de carga actina (42 kDa). En esta
imagen, se puede apreciar un incremento en la oxidacion de proteinas
para los grupos DN2 y DN3 sin tratamiento en comparacion al grupo BN

control. Por su parte, las ratas con diferentes grados de desnutricion
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tratadas con tBHQ no mostraron diferencias en la oxidacion de proteinas
con respecto al grupo BN experimental.

a ct b tBHQ
BN DN1 DN2 DN3 BN DN1 DN2 DN3

Lt RS ¢ o )
— . —— 1 0o
Figura 4. Determinacion de proteinas oxidadas en timo de ratas
controles y tratadas con tBHQ. La Figura 4a muestra la oxidacion de proteinas
en timo de ratas con diferentes grados de desnutricion y BN sin tratamiento. A su
vez, la Figura 4b representa la oxidacion a nivel de proteinas del grupo
experimental, utilizando como control de carga actina.

8.5 Daiio al ADN por estrés oxidante

La Figura S representa los datos obtenidos de la evaluacion del dano
oxidante a nivel del ADN en timo de ratas de 21 dias de edad, provenientes
de los grupos BN, DN1, DN2 y DN3 sin tratamiento. En donde, se puede
observar nuevamente que los niveles de dano por estrés oxidante a nivel
del ADN no presentaron diferencias estadisticamente significativas para el
grupo DN1 en relacion al grupo BN. En cambio, los grupos con DN2 y DN3
presentaron un incremento estadisticamente significativo de la relacion 8-
OHdG/dG (p <0.05) de 2.3 y 3.4 veces mas respectivamente, en
comparacion con el grupo BN. A su vez, se encontraron diferencias
significativas entre los grupos con DN2 y DN3 en comparacion con el
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grupo DN1. La correlacion entre el peso corporal y la del timo mostro que
la disminucion de éstos se asocia con mayores valores de dano oxidante al

ADN (r =-0,755; p <0,01 yr =-0,819; p <0,01, respectivamente).

x t E.E. 8-OHdG residuos/dG x
106
O = N W Hh U1 O N 0 ©

.

BN DN1 DN2 DN3

Figura 5. Dano oxidante a nivel del ADN en timo de ratas BN y con
diferentes grados de desnutricion sin tratamiento. Cada barra representa el
promedio * E.E de 8-OHdG residuos/dG x 106 de cinco determinaciones
independientes realizadas por triplicado. *p<0.05 Diferencias estadisticamente
significativas comparadas con BN. #p<0.05 Diferencias estadisticamente
significativas entre grupos DN. Prueba de comparaciones multiples de Duncan.

8.6 Actividad enzimatica de SOD

En la Figura 6 se represent6 la actividad enzimatica de SOD como U
SOD/ mg de proteina + E.E en timo de ratas tratadas y controles. Se
puede observar diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) para el
grupo de ratas con desnutricion de segundo y de tercer grado sin
tratamiento, con una disminucion de la actividad en un 43% y 84% de
respectivamente, en comparacion a su grupo control. Por su parte, las
ratas DN1, DN2 y DN3 tratadas con tBHQ mostraron diferencias
significativas; p <0.05, con respecto a su grupo BN, con un incremento de
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alrededor del 100%. Asi mismo, las ratas DN1 y DN2 con tratamiento
presentaron un incremento en la actividad de esta enzima de alrededor de
cuatro veces; mientras que el grupo DN3 presenté un incremento de
alrededor de 17 veces en comparacion a sus respectivos grupos

desnutridos sin tratamiento.
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Figura 6. Actividad enzimatica de SOD en timo de ratas tratadas con
tBHQ y sin tratamiento. Cada punto representa el promedio de U SOD/mg de
proteina + E.E, de cinco determinaciones independientes realizadas por duplicado.
*p<0.05 Diferencias estadisticamente significativas entre DN tratados con respecto
a su grupo DN control. #p<0.05 Diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos desnutridos controles y experimentales con respecto a su grupo BN. Prueba
de comparaciones miuiltiples de Duncan.

8.7 Actividad enzimatica de GPx

La Figura 7 muestra los resultados obtenidos de la actividad
enzimatica de GPx, representados como el promedio de U GPx/ mg de
proteina * E.E de timo de los diferentes grupos sin tratamiento y

experimentales. En la cual, se puede apreciar diferencias estadisticamente
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significativas (p <0.05) en ratas DN2 y DN3 sin tratamiento, con una

disminucion en su actividad del 54% y 81% respectivamente, en
comparacion al grupo BN control. En lo que respecta, los grupos DNI1,
DN2 y DN3 tratados presentaron un incremento de alrededor de 2 veces en
comparacion al grupo BN-tBHQ. Por su parte, los grupos DN1 y DN2
tratados presentaron un incremento de 2 veces y de 6.5 veces para el

grupo DN3 tratado en comparacion a sus respectivos grupos DN sin

tratamiento.
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Figura 7. Actividad enzimatica de GPx en timo de ratas sin
tratamiento y tratadas con tBHQ. Cada punto representa el promedio de mU
GPx/mg de proteina = E.E, de cinco determinaciones independientes realizadas por
duplicado. *p<0.05 Diferencias estadisticamente significativas entre DN tratados
con respecto a su grupo DN control. #p<0.05 Diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos desnutridos controles y experimentales con respecto
a su grupo BN. Prueba de comparaciones miltiples de Duncan.
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8.8 Actividad enzimatica de CAT

En la Figura 8 se muestran los resultados obtenidos de la actividad
enzimatica de CAT representados como el promedio de U CAT/ mg de
proteina + E.E de timo de ratas de los diferentes grupos control y
experimentales. En la cual, se puede observar diferencias estadisticamente
significativas (p <0.05), debido a la evidente disminucion en la actividad de
esta enzima, para los tres grados de desnutricion DN1, DN2 y DN3
controles por un 44%, 53% y 73%, respectivamente, en comparacion con el
grupo bien nutrido sin tratamiento. De igual manera las ratas con DNI1,
DN2 y DN3 tratadas con tBHQ presentaron una disminucion del 20% para
los dos primeros grupos y de alrededor del 8% para el grupo DN3 con
respecto a su grupo BN tratado. Por otra parte, se observdo un incremento
para los tres grados de desnutricion tratados con tBHQ en alrededor de
1.5 veces para los grupos DN1 y DN2; mientras que el grupo DNG3,
presentd un incremento de hasta 3.4 veces en comparacion a sus
respectivos grupos DN. Cabe senalar, que la actividad de ésta enzima en
comparacion a las actividades enzimaticas de SOD y GPx, fue la iinica que
presento diferencias estadisticamente significativas para el caso de las
ratas DN1 con y sin tratamiento en relacion a su respectivo grupo BN. Asi
mismo, a diferencia del incremento en las actividades de SOD y GPx en los
tres grupos experimentales desnutridos, en comparacion a su respectivo
grupo BN tratado, la actividad de esta enzima se encontré disminuida con

respecto al grupo BN tratado.
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Figura 8. Actividad enzimatica de CAT en timo de ratas tratadas con
tBHQ y sin tratamiento. Cada punto representa el promedio de U CAT/mg de
proteina £ E.E, de cinco determinaciones independientes realizadas por duplicado.
*p<0.05 Diferencias estadisticamente significativas entre DN tratados con respecto
a su grupo DN control. #p<0.05 Diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos desnutridos controles y experimentales con respecto a su grupo BN. Prueba
de comparaciones miuiltiples de Duncan.

8.9 Expresion de proteinas

En la Figura 9 se muestran imagenes representativas de la expresion
de SOD, GPx, CAT, NF-kB p50, NF-kB p65S y actina; asi como sus
respectivas masas moleculares (kDa), obtenidas a partir de la extraccion
de proteinas totales de timo de ratas con diferentes grados de desnutricion
y bien nutridas de los grupos controles y experimentales. Para el caso de
las ratas sin tratamiento, se pudo observar una disminucion en el
contenido de SOD, GPx y CAT para los grupos DN2 y DN3, a diferencia de
NF-kB p65 que presentd un incremento para los mismos grupos; mientras
que NF-kB p50 se mantuvo sin cambios aparentes; en comparacion al

grupo BN sin tratamiento. Por su parte, las ratas tratadas con tBHQ
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presentaron una disminucion de SOD en el grupo DN3-tBHQ; de CAT y de
NF-kB p65 en DN2-tBHQ y DN3-tBHQ); por su parte GPx y NF-kB p50 no
mostraron cambios aparentes en sus contenidos en todos los grupos

experimentales; en comparacion al grupo BN tratado.

Ct tBHQ

BN DN1 DN2 DN3 BN DN1 DN2 DN3

NF-xB p50 _ “ 50 kDa
NF-xB p65 . . -“ — 65 kDa
Actina D R — u 42 kDa

Figura 9. Niveles de expresion de proteinas. Se observan imdgenes
digitales representativas obtenidas mediante la técnica de Western Blot de SOD,
GPx, CAT, NF-kB, NF-kB y de actina; en timo de ratas con diferentes grados de
desnutricion y BN de los grupos controles y experimentales.

La Figura 10 muestra los resultados del analisis densitométrico
obtenido a partir del ensayo de Western Blot. En donde se puede observar
la expresion de SOD (Figura 10a), GPx (Figura 10b) y CAT (Figura 10c) en
relacion a la expresion de actina, cuantificadas en timo de ratas bien

nutridas y con diferentes grados de desnutricion tanto de los grupos
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controles como experimentales. Los datos fueron normalizados con
respecto a la expresion del grupo control, confiriéndole el valor arbitrario
de uno, en todos los casos. La expresion relativa de la proteina SOD
(Figura 10a) exhibio diferencias significativas (p<0.05) para los grupos DN2
y DN3 controles, evidenciado por una disminucion del 35% y 57%,
respectivamente en comparacion al grupo BN control. A su vez, el grupo
DN3 tratado con tBHQ presentdé una disminucion estadisticamente
significativa del 42% en comparacion a su respectivo grupo BN. Al
comparar los grupos tratados con los grupos controles; solo se pudo
apreciar un incremento de 1.3 veces en el grupo DN2-tBHQ en
comparacion al grupo DN2 control. GPx (Figura 10b) presenté similitudes
en comparacion al contenido de SOD para los grupos DN2 y DN3 sin
tratamiento, debido a una disminucion del 49% y 80% para estos grupos
respectivamente, en comparacion al grupo BN control. Asi mismo, el
contenido de esta proteina no presento diferencias significativas entre los
diferentes grupos tratados con tBHQ; en cambio, al comparar los grupos
experimentales con los grupos controles, los grupos DN2-tBHQ y DN3-
tBHQ presentaron un incremento de casi seis veces en comparacion a sus
respectivos grupos sin tratamiento. La expresion de CAT (Figura 10c)
presenté una disminucion estadisticamente significativa (p <0.05) en los
grupos con DN2 y DN3 tanto controles como experimentales por un 30% y

40% respectivamente, en comparacion a sus correspondientes grupos BN;
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aunado a esto no se encontraron diferencias en el contenido de esta

proteina entre los diferentes grupos tratados con tBHQ y controles.
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Figura 10. Contenido de proteinas antioxidantes SOD, GPx y CAT en base
a la expresion de actina en timo de ratas sin tratamiento (Ct) y tratadas con tBHQ.
Cada barra representa el promedio * E.E de la densidad Ooptica de cinco
determinaciones independientes realizadas por duplicado.*p<0.05 Diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos DN tratados con respecto a su grupo
DN control. #p<0.05 Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

desnutridos tratados y controles con respecto a su grupo BN. Prueba de comparaciones
multiples de Duncan.
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En la Figura 11 se muestran los resultados del analisis
densitomeétrico e imagenes obtenidas a partir del ensayo de Western Blot.
En donde se puede apreciar la expresion de Nrf2 en relacion a la expresion
de actina para la extraccion de proteina total y citoplasmatica, y en base a
la expresion de histona para la fraccion nuclear; cuantificadas en timo de
ratas bien nutridas y con diferentes grados de desnutricion de los grupos
controles (sin tratamiento). Los datos fueron normalizados con respecto a
la expresion del grupo control, confiriéndole el valor arbitrario de uno en
todos los casos. Se puede observar tanto en las imagenes como en su
representacion grafica que no hubo diferencias significativas en el

contenido de Nrf2 en la fraccion nuclear, citoplasmatica y extraccion total.

Nrf2 S emes s Seassaseas 0 57kDa
ACting w42 kDa

Histona 33 kDa
1.6 -
a 1.4 -
812 - OBN
[
2 1 CODN1
Rl
& 08 7 F DN2
5 06
2 04 - @DN2
o
& 02
0

Citoplasma

Figura 11. Contenido proteico de Nrf2 en timo de ratas sin tratamiento BN y
DN. En base a la expresion de actina para la extraccién total y citoplasmdtica, y con
respecto a Histona para la fraccion nuclear. Cada barra representa el promedio + E.E
de la densidad éptica de cinco determinaciones independientes realizadas por
duplicado. En la parte superior se muestran las imdgenes obtenidas por la técnica de
Western blot.
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La Figura 12 muestra los resultados del analisis densitométrico
obtenido a partir del ensayo de Western Blot. En donde se puede observar
la expresion de NF-kB p5S0 (Figura 12a) y NF-kB p65 (Figura 12b) en
relacion a la expresion de actina, cuantificadas en timo de ratas bien
nutridas y con diferentes grados de desnutricion tanto de los grupos
controles como experimentales. Los datos fueron normalizados con
respecto a la expresion del grupo control, confiriéndole el valor arbitrario
de uno, en todos los casos. El contenido de NF-kB p50 (Figura 10a) no
mostro diferencias entre los diferentes grupos controles y tratados con
tBHQ. En lo que respecta al contenido de NF-kB p65 (Figura 10b) se pudo
evidenciar un incremento de casi dos veces para los grupos DN2 y DN3
controles con respecto a su grupo BN; sin en cambio, en las ratas con los
mismos grados de desnutricion tratadas con tBHQ se encontré6 una
disminucion de alrededor del 60% con respecto al grupo BN-tBHQ. Al
comparar los grupos tratados con los controles, se pudo observar una
disminucion estadisticamente significativa en el contenido de NF-kB p65
en los grupos DN2-tBHQ y DN3-tBHQ por un 84% y 73%,
respectivamente; en comparacion a los mismos grados de desnutricion sin
tratamiento. Curiosamente y de acuerdo a los resultados obtenidos, en
general los grupos DN1 controles y DN1-tBHQ no presentaron diferencias
significativas con sus correspondientes grupos BN. Sin embargo, los

grupos con DN2 y DN3 independiente del tratamiento, son los que
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presentaron en mayor medida, alteraciones en los niveles de expresion de

las proteinas analizadas en este estudio.
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Figura 12. Contenido proteico de NF-«B p50 y NF-kB p65 en base a la
expresién de actina en timo de ratas sin tratamiento (Ct) y tratadas con tBHQ. Cada
barra representa el promedio = E.E de la densidad éptica de cinco determinaciones
independientes realizadas por duplicado.*p<0.05 Diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos DN tratados con respecto a su grupo DN control. ¥p<0.05
Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos desnutridos tratados y
controles con respecto a su grupo BN. Prueba de comparaciones miiltiples de Duncan.

8. 10 Estado inflamatorio sistémico

Para tratar de conocer si la desnutricion genera un estado de estrés
inflamatorio sistémico, se cuantificaron en plasma dos citocinas
proinflamatorias IL-6 y TNF-a, mediante el ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA); tanto en los grupos controles como en los
experimentales. Los resultados muestran diferencias significativas; p<0.05,
en el grupo DN3 sin tratamiento (Figura 13), con un incremento de hasta
1.5 veces de IL-6 en comparacion al grupo BN control. De la misma

manera, el grupo DN3 tratado con tBHQ presentéo un incremento de dos
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veces en comparacion a su respectivo grupo BN. Al comparar los grupos
tratados con los controles, se pudo observar una disminucion en todos los
grupos experimentales BN, DN1, DN2 y DN3 por un 51%, 54%, 39% y

30%; respectivamente, en comparacion a su grupo control sin tratamiento.
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Figura 13. Concentraciones plasmaticas de IL-6 en ratas tratadas con
tBHQ y controles. Cada barra representa el promedio de tres experimentos
independientes * E.E. La significancia estadistica de los grupos tratados con 75 mg de
tBHQ con respecto a su grupo BN sin tratamiento fue marcada con *p<0.05. La
significancia de los grupos DN3 tratados y no tratados con respecto a su
correspondiente grupo BN fue marcada con #p<0.05. Prueba de comparaciones
multiples de Duncan.

En cuanto al contenido de TNF-a (Figura 14) en plasma de ratas
tratadas con tBHQ y sin tratamiento, se pudo observar diferencias
significativas; p<0.05, en el grupo de ratas DN3 sin tratamiento por un
incremento de hasta 1.2 veces, en comparacion al grupo BN control. Asi
mismo, las ratas DN3 tratadas con tBHQ presentaron un incremento de 2

veces, en comparacion al grupo BN tratado con tBHQ. Posteriormente,
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cuando se compararon los grupos tratados con tBHQ en relacion a los
controles; se encontré una disminucion en los grupos experimentales BN,
DN1 y DN2 por un 39%, 41% y 22%; respectivamente, en comparacion a

su correspondiente grupo control sin tratamiento.
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Figura 14. Concentraciones plasmaticas de TNF-a en ratas tratadas
con tBHQ y controles. Cada barra representa el promedio de tres experimentos
independientes + E.E. La significancia estadistica de los grupos tratados con 75 mg
de tBHQ con respecto a su grupo control sin tratamiento fue marcada con *p<0.05.
La significancia de los grupos DN3 tratados y no tratados con respecto a su
correspondiente grupo BN fue marcada con #p<0.05. Prueba de comparaciones
multiples de Duncan.

9. Discusion
En la actualidad las variables somatométricas como el peso y la talla
se consideran indispensables para estimar el estado nutricional en un
organismo [Campos et al, 2000|. Siendo una de las caracteristicas mas

evidentes en la desnutricion infantil, el déficit de peso corporal con
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respecto a la edad cronologica [Gomez et al., 1956]. Esta caracteristica,
también se ha observado en modelos experimentales [Cortés et al., 2001].

En el presente estudio, se pudo apreciar una disminucién en la
ganancia del peso corporal en las ratas DN en comparacion con el peso
corporal de las BN de la misma edad. Esto indica que el modelo de
desnutricion experimental por competencia provoca una disminucion en la
ingesta de alimento consumida por cada una de las crias, lo cual es
suficiente para obtener organismos con diferentes grados de desnutricion,
como lo establecieron previamente Ortiz y colaboradores (1996).

Esta situacion de que algunos organismos presenten uno u otro
grado de desnutricion en una misma camada, probablemente se debe a
mecanismos de adaptacion individuales en respuesta al estrés nutricional
[Sanchez, 2007]. Lo cual le puede conferir una ventaja o desventaja en
cuanto a la ganancia de peso, frente a los otros organismos en similares
condiciones.

Esta bien documentado que una disminucion en la ingesta de
alimento, ya sea en cantidad o calidad, afecta a la gran mayoria de los
mecanismos de defensa inmunolégica [Prudhon, 2002|, favoreciendo el
establecimiento de procesos infecciosos [Rodriguez et al., 2005]. Estos
mecanismos son regulados principalmente por células que se diferencian y
maduran en los 6rganos linfoides; que se sabe, son altamente susceptibles
a los efectos de la desnutricion, afectando de manera particular al timo

[Savino et al., 2010]. A pesar de que la atrofia timica es una de las
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caracteristicas mas notorias en los organismos desnutridos, existen otras
alteraciones a nivel de este 6rgano como son la pérdida de timocitos [Feliu
y Slobodianik, 2002], incremento en la frecuencia de apoptosis [Ortiz et al.,
2008], junto con alteraciones en los mecanismos de defensa antioxidante
[He et al., 2012]. Estas alteraciones pudieran ser causadas por la
deficiencia de nutrimentos en el microambiente del timo y repercutir en la
diferenciacion de los timocitos [Ortiz et al., 2000].

En el presente trabajo, se observo un déficit de peso en el timo de
ratas desnutridas tanto de los grupos controles (sin tratamiento) como de
los experimentales (tratados con tBHQ) en comparacion con el peso timico
de su respectivo grupo BN. Este déficit en peso fue notable en las ratas
DN3 independientemente del tratamiento. Es decir, los timos de los grupos
DN3 con o sin tratamiento pesan alrededor de la mitad en relacion a los
pesos timicos de su correspondiente grupo BN. Adicionalmente, se obtuvo
una asociacion proporcional entre el peso corporal de los diferentes grupos
analizados con respecto al peso timico de los mismos. Esto indica que el
peso corporal de un organismo puede reflejar a su vez el peso de este
organo.

Se ha demostrado que la suplementacion de alimentos con 0.001%
(p/pP) vy la administracion oral (1.5mg/kg) de tBHQ durante 32 dias, tiene
un efecto inhibidor sobre la ganancia de peso corporal en ratones [Nam et
al., 2013]. En relacion a esto; en el presente estudio también se pudo

percibir una disminucion en la ganancia de peso corporal y del timo por
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parte de los grupos desnutridos experimentales tratados con tBHQ, en
comparacion a los no tratados; aunque no se encontraron diferencias
significativas. Esto sugiere que la concentracion y el periodo de tiempo de
administracion del tBHQ, son factores determinantes que pueden
repercutir sobre el peso corporal de un organismo.

Entre los compuestos mas estudiados en la respuesta hormética se
encuentra el tBHQ, capaz de inducir una respuesta celular adaptativa o
preacondicionante para contrarrestar el estrés oxidante [Mathers et al.,
2004; Lopez-Diazguerrero et al., 2013].

Se ha establecido que el tBHQ tiene la capacidad de modificar el
estado redox celular y puede jugar un papel pro-oxidante [Verhagen, 1989]
e inducir la actividad transcripcional de Nrf2, mediante el incremento de la
estabilidad de la proteina y por consecuencia, ejerce un efecto protector
frente al estrés oxidante [Gharavi et al., 2007; Tasset, 2010].

Pero para tal efecto, el tBHQ primero debe metabolizarse y sufrir
autooxidacion, transformandose en tert-butilbenzoquinona (tBQZ, que
finalmente es el inductor de la actividad de Nrf2, debido a sus propiedades
electrofilicas, ademas de estar asociado a la generacion de ERO como H2O2
y 022 que modifican el estado redox, y por tanto la disociacion del complejo
Keapl/Nrf2 conduciendo a la subsecuente translocacion nuclear y
activacion de este factor [Wang, 2010; Abiko, 2011; Erlank et al., 2011].

Se ha propuesto que dosis altas de tBHQ pueden generar

concentraciones mayores de ERO y provocar citotoxicidad [Alarcon-Aguilar
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et al., 2014]. Esto pudiera estar relacionado con lo observado en el
presente estudio en donde el grupo BN (n=6), que recibié una dosis de
tBHQ [100 mg/ kg de peso] presenté una mortalidad del 50%.

Sin embargo, se sabe que el preacondicionamiento de células con
bajas concentraciones de tBHQ o H202, da como resultado una respuesta
adaptativa que activa a Nrf2, protegiendo a las células de una citotoxicidad
oxidativa adicional [Luna-Lopez et al., 2010; Alarcon-Aguilar et al., 2014].

En relacion a lo anterior, el balance redox se describe como la
relacion interconvertible de las formas reducida y oxidada de una
molécula; por ejemplo, el grupo tiol del residuo de cisteina del GSH, puede
ser oxidado a la forma disulfuro GSSG, siendo estas dos moléculas el par
redox mas importante y comunmente medido; ya que una evaluacion de su
relacion, proporciona estimaciones fiables del estado redox celular y
frecuentemente se mide, como indicador de estrés oxidante. [Han et al.,
2006]. Asi mismo, se ha evidenciado que varias condiciones patologicas en
donde el estrés oxidante juega un papel importante, se caracterizan por un
desequilibrio en la relacion GSH/GSSG. Por lo tanto, es de gran
importancia mantener una estricta regulacion de este sistema, ya que una
deficiencia de GSH pone a la célula en riesgo de dano oxidante [Towsend et
al., 2003].

Debido a lo anterior y puesto que no hay informacion acerca del
posible efecto protector que pudiera inducir el tBHQ en organismos

lactantes, se procedi6 a realizar una curva dosis respuesta; para
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determinar la concentracion experimental a la cual el tBHQ modificara el
estado redox, a través del cociente GSH/GSSG en timo de ratas BN y DN.
En el presente estudio se pudo observar una disminuciéon en los grupos
DN2 y DN3 tratados con dosis de 0 y 25 mg de tBHQ en comparacion a su
respectivo grupo BN. Esto significa que la desnutricion esta relacionada
probablemente con alteraciones en el estado redox y con mayor estrés
oxidante en estos dos grupos; quiza debido a una menor sintesis de GSH
como lo reporta Badaloo y colaboradores (2002). Los grupos DN tratados
con 50 mg de tBHQ no presentaron diferencias con respecto al grupo BN,
por lo que esta dosis, puede mantener los niveles en el cociente
GSH/GSSG; sin embargo, la dosis de 75 mg de tBHQ provocé un
incremento en los valores de este cociente en los grupos DN2 y DN3. Por lo
tanto, la dosis de 75 mg de tBHQ mejora la relacion GSH/GSSG; lo cual a
su vez, podria traducirse en una probable mejoria en los mecanismos de
proteccion antioxidante y con ello, menor estrés oxidante.

Se ha argumentado que el EOx puede conducir a modificaciones
estructurales y funcionales en diversas moléculas, lo que altera de esta
manera la fisiologia de las células y por consecuencia se ve comprometida
la de los organismos [Gonzalez et al., 2000].

Con base en esto, se sabe que la desnutricion infantil puede resultar
en un aumento de LPx en sangre y suero [Bosnak et al., 2010; Aly et al.,
2014]; de igual manera, en modelos experimentales se ha observado un

incremento de este dano en plasma, higado, rinones, pulmones [Tatli et al.,
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2000] y en algunas regiones cerebrales [Feoli et al., 2006]. Este tipo de
dano se ha atribuido a la deficiencia de elementos traza tales como el Zn y
el Cu [Jain et al., 2008], necesarios para la actividad funcional de diversas
enzimas. Se reconoce que incluso una leve deficiencia de estos
micronutrientes, se relaciona con la falta de proteccion antioxidante y por
ende en un aumento de dano por estrés oxidante [Ames, 2001; Aly et al.,
2014].

En este sentido, uno de los objetivos propuestos en el presente
estudio fue evidenciar el dano por estrés oxidante en lipidos, proteinas y
ADN en timo de ratas desnutridas. En cuanto al estrés oxidante a nivel de
lipidos, los resultados obtenidos muestran que la desnutricion esta
claramente relacionada con aumento de LPx, debido al considerable
incremento en la concentracion de MDA en ratas con DN2 y DN3 sin
tratamiento en 2.7 y 2.4 veces respectivamente, en comparacion al grupo
BN sin tratamiento. Este tipo de dano puede traer graves consecuencias en
los organismos desnutridos; ya que se sabe que el incremento de los
productos de la LPx; tales como el MDA pueden modificar la permeabilidad
iénica de la membrana celular, por el dano directo a nivel de lipidos o por
el dafio que puede ocasionar en las proteinas membranales [Okunade y
Olorunsogo, 1992], que se sabe, estan asociados con la patogénesis del
edema en la desnutricion tipo kwashiorkor [Manary et al., 2000].

Asi mismo, otro de los objetivos planteados, fue observar si el

antioxidante tBHQ protegia contra el dano oxidante en ratas desnutridas,
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lo cual se comprobo por la disminucion del contenido de MDA en un 66% y
80% en los grupos DN2 y DN3 respectivamente, a los cuales se les
administré una dosis de tBHQ [75 mg/kg de peso corporal] por tres dias,
en comparacion a los grupos DN2 y DN3 sin tratamiento; otro aspecto
relevante observado en los organismos tratados con tBHQ fue que los
niveles de oxidacion lipidica se mantuvieron constantes en los tres grados
de desnutricion e inclusive similares a los del grupo BN sin tratamiento. El
efecto protector del tBHQ sobre el dano por estrés oxidante a nivel de
lipidos en modelos experimentales, también se ha evidenciado en otros
trabajos de investigacion en donde se observd una disminucion
significativa del dafno lipidico; por una disminucion en el contenido de
MDA cuando los organismos son expuestos a cisplatino un farmaco
quimioterapéutico importante que causa nefrotoxicidad [Pérez-Rojas et al.,
2011].

En cuanto al EOx a nivel de proteinas en organismos desnutridos se
han observado niveles elevados de dano por estrés oxidante de proteinas
en cerebelo, hipocampo y corteza cerebral de ratas desnutridas; asociado a
una disminucion en el contenido de tirosina y triptofano en estas areas
cerebrales [Feoli et al., 2006]. Ademas en orina de nifios con desnutricion
tipo kwashiorkor se ha hallado un incremento de aminoacidos oxidados
tales como o,0’-ditirosina y orto-tirosina. Ambas moléculas surgen cuando
un radical hidroxilo las oxida; la primera se forma cuando se oxidan los

residuos de tirosina y la segunda los de fenilalanina. Asociado a lo
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anterior, se sugiere que las proteinas citosolicas o ligadas a la membrana
podrian ser la fuente de aminoacidos oxidados en la orina de estos ninos
[Manary et al., 2000]. En este estudio se pudo observar que existe un
incremento de este tipo de estrés, evidenciado por el aumento de proteinas
carboniladas en ratas con DN2 y DN3 sin tratamiento en hasta 2.6 y 3.9
veces, respectivamente, en comparacion a su grupo BN. Por consiguiente,
la desnutricion esta claramente relacionada con aumento de estrés
oxidante a nivel de proteinas. Este tipo de dano puede provocar que las
proteinas sean mas susceptibles a la protedlisis, desnaturalizacion,
agregacion, pérdida de su actividad biologica e inclusive provocar la
muerte celular [Sanchez-Rodriguez et al., 2004; Borton y Jauniaux, 2011].
Cabe senalar, que este dano disminuy6 en los grupos DN2 y DN3 tratados
con tBHQ en un 73% y 84%, respectivamente, en comparacion a su grupo
desnutrido sin tratamiento. En otros trabajos de investigacion también se
ha evidenciado el efecto protector del tBHQ sobre el dano por estrés
oxidante a nivel de proteinas por una disminucion en el contenido de
proteinas carboniladas cuando los organismos son expuestos a cisplatino
en rinon [Pérez-Rojas et al., 2011] o a dano renal inducido por isquemia-
reperfusion [Guerrero-Beltran et al., 2012]. De manera analoga a los
resultados obtenidos de LPx, se evidencio que los niveles de oxidacion a
nivel de proteinas, fueron semejantes en todos los grupos experimentales

tratados con tBHQ e inclusive similares al grupo BN.
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Se han realizado diferentes estudios para evaluar el efecto de la
desnutricion sobre el material genético. Por ejemplo en ninos con DN2 y
DN3; asi como, sus factores asociados entre ellos las infecciones y el
tratamiento con medicamentos, provocan danos a nivel del ADN en
comparacion con los nifios bien nutridos infectados [Betancourt et al.,
1995]. Por otra parte, en modelos experimentales la DN3 provoca un
aumento en la frecuencia de micronucleos en linfocitos, apoyando la idea
de que la desnutricion tiene un efecto sobre la integridad del ADN [Ortiz et
al., 1995]. Adicionalmente, se ha determinado que algunos tipos celulares
son mas susceptibles que otros a presentar dano a este nivel [Cortés et al.,
2001; Betancourt et al., 2005].

Actualmente, se afirma que la sobreproduccion de ERO y/o
disminucion de las defensas antioxidantes resultan en dano oxidante
molecular [Gonzalez et al., 2000]. De ahi la idea, de que uno de los factores
que pudieran estar involucrados en el incremento de dano a nivel del ADN
en organismos desnutridos fuera el estrés oxidante [Gonzalez et al., 2002].
Sin embargo, este es el primer estudio que confirma que la desnutricion
esta relacionada con un incremento de dano por estrés oxidante a nivel del
ADN en timo. En este caso el dano, se evalu6 mediante la cuantificacion
del aducto 8-OHdG, un excelente biomarcador de estrés oxidante
[Valavidinis et al., 2009], que puede inducir transversiones GC—TA,
provocando un mal apareamiento de la guanina con su respectiva base y

por consecuencia la ruptura de la cadena del ADN [Halliwell, 2001; Rivera
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et al., 2006]. La guanina es la base nitrogenada que presenta el potencial
de ionizacion mas bajo entre los componentes de los acidos nucleicos, por
lo tanto, es la base mas susceptible a ser oxidada por ERO [Kdnigsberg,
2008].

En los grupos con DN2 y DN3 se observo un incremento en la
frecuencia de la molécula 8-OHdG en 2.3 y 3.4 veces respectivamente, en
comparacion con el grupo BN. Fue evidente, que la frecuencia del aducto
aumento en funcion del grado desnutricion, por lo que se puede proponer
a esta molécula como un marcador biolégico de estrés oxidante en la
desnutricion. La evaluacion del dano por estrés oxidante a nivel del ADN,
realizada en el presente trabajo, complementa los estudios de dano celular
y citogenético, realizados anteriormente en organismos desnutridos
[Betancourt et al., 1995, Cortés et al., 2001; Betancourt et al., 2005]. Cabe
senalar, que este tipo de dano, es quizas el mas nocivo de todos, debido a
que puede generar efectos perjudiciales en las células, tales como
anomalias cromosomicas que pueden bloquear la replicacién del ADN, la
induccion de la citotoxicidad, muerte celular y carcinogénesis [Valko et al.,
2004)].

Es de gran importancia senalar, que los productos de la oxidaciéon a
nivel del lipidos, proteinas y ADN; tales como MDA, proteinas carboniladas
y 8-OHdG, respectivamente; incrementaron de forma similar en los grupos
con DN2 y DN3 sin tratamiento, en 2.7 y 3.4 veces respectivamente para

lipoperoxidacion; 2.6 y 3.9 para oxidacion de proteinas y 2.3 y 3.4 veces
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respectivamente para dano al ADN. Esto indica que déficits corporales
mayores al 25% pueden predisponer a un incremento de dano por estrés
oxidante y sugerir que la desnutricion puede promover niveles semejantes
de dano oxidante en diferentes biomoléculas. Del mismo modo, se observo
una relacion inversa entre los pesos corporales y el dano oxidante a nivel
de lipidos, proteinas y ADN; es decir, los niveles de dano oxidante en estas
moléculas aumentan en relacion a los déficits de peso. Contrariamente a
estos resultados, el dano oxidante a nivel lipidos y proteinas disminuyo en
los grupos DN2 y DN3 tratados con tBHQ en un 66% y 80%;
respectivamente para LPx y en un 73% y 84% para oxidacion a nivel de
proteinas; este efecto protector puede ser producido por la capacidad que
se le ha conferido a este compuesto sobre la induccion transcripcional de
Nrf2, factor que a su vez regula la transcripcion de genes que participan en
los mecanismos de proteccion antioxidante tales como SOD, GPx y CAT
[Zhu et al., 2005] y por consecuencia restablezca los mecanismos de
proteccion antioxidante. Aunque otra posibilidad es que los niveles de
sintesis de GSH aumenten en respuesta a la administracion del tBHQ
[Steele et al., 2013] y por ende disminuya el dano oxidante en estas
biomoléculas.

Diversos trabajos han determinado los efectos de la desnutricion
sobre los mecanismos de defensa antioxidante en ninos [Reid et al., 2000;
Ahmed et al., 2009], y en animales de experimentacion [Jimoh et al., 2005;

Feoli et al., 2006]. En estos estudios, se ha observado una disminucion en
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los niveles de moléculas con funcion antioxidante, en su mayoria de tipo
no enzimaticas y una disminucion de ciertos oligoelementos involucrados
en la proteccion contra el dano oxidante como el Se y el Zn [Becker et al.,
1994; Ashour et al., 1999]. Existen trabajos en los que se han reportado
disminucion en las actividades de SOD en suero [Savitri et al., 2004| y de
GPx en sangre total, de ninos con DN3 [Ashour et al., 1999] en
comparacion con los organismos bien nutridos.

Debido a que se ha sugerido que un incremento de estrés oxidante
esta usualmente acompanado por una disminucion en la capacidad
antioxidante [Akinola, 2010], uno de los objetivos del presente estudio fue
determinar las posibles repercusiones de la desnutricion sobre la actividad
enzimatica de moléculas tales como SOD, GPx y CAT, que participan en la
regulacion de ERO.

Como era de esperar y en concordancia con estudios anteriores [Aly
et al., 2014; He et al., 2012], las actividades enzimaticas de SOD y GPx se
encontraron disminuidas en los grupos DN2 y DN3 sin tratamiento en
comparacion a su respectivo grupo BN. La actividad de CAT fue la mas
comprometida; ya que se encontr6 disminuida en todos los grados de
desnutricion. La disminuciéon en la actividad de CAT probablemente sea
ocasionada por una deficiencia de hierro, un elemento traza indispensable
para el sitio activo de esta enzima [Kodnigsberg, 2008], lo cual a su vez
pudiera estar asociado con una disminucion de ferritina, una proteina

almacenadora de hierro que se ha visto disminuida en nifos con

103|Pagina



desnutricion [Gutiérrez et al., 2007]. A si también pareciera, que la
disminucion de la actividad de CAT en el grupo DN1 sin tratamiento, esta
siendo compensada por la actividad de GPx, ya que esta enzima es la
principal molécula eliminadora del H2O2 [Young y Woodside, 2001] lo que
confiere una mayor proteccion contra el estrés oxidante en este grupo. Lo
anterior, puede coincidir con los resultados observados en el grupo de
ratas DN1 sin tratamiento, donde no se encontraron diferencias en el dano
por estrés oxidante a nivel de lipidos, proteinas y ADN en relacion con el
grupo BN.

Basandose en lo anterior, se puede sugerir que la desnutricion
causa un desequilibrio en los sistemas de inactivacion del radical
superoxido, mediada por SOD y la eliminacion del H2O2 mediadas por GPx
y CAT en los grupos con DN2 y DN3. Esto a su vez, podria generar
moléculas mucho mas toxicas para la célula, tales como el radical
hidroxilo, a través de las reacciones de Fenton o de la Haber-Weiss
[Kehrer, 2000] y posiblemente, ser una de las fuentes del incremento del
dano oxidante observado en estos grupos. Al estar disminuidas las
actividades de SOD, GPx y CAT, se puede conducir a la pérdida de la
proteccion antioxidante y contribuir a la fisiopatologia de la desnutricion
[Savitri et al., 2004]. El descenso en la actividad de estas moléculas puede
deberse en parte, a la reduccion en su tasa de sintesis, como resultado de
las restricciones en la dieta en estos organismos [Albretch y Pélisser, 1995;

Jimoh et al., 2005].
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Se ha propuesto que en respuesta al EOx el factor transcripcional
Nrf2 se transloca del citoplasma al nucleo, permitiendo la expresion de
genes que codifican para moléculas con funcion antioxidante tales como
GST, SOD, GPx y CAT entre otras [Zhu et al., 2005; Zhao, 2009; Colin-
Gonzalez, 2013] y entre los inductores de Nrf2 mas estudiados se
encuentra el tBHQ. En este estudio, se pudo observar un incremento
significativo en la actividad enzimatica de las tres proteinas analizadas
SOD, GPx y CAT en los tres grupos desnutridos tratados con tBHQ en
comparacion a sus respectivos grupos desnutridos sin tratamiento. No
obstante, a pesar de que la actividad de CAT presenté un incremento en
los grupos desnutridos tratados con tBHQ, esto no es suficiente para
mantener o incrementar su actividad en comparacion al grupo BN.

Asi mismo, se ha evidenciado que el pretratamiento con tBHQ en
ratas evita la nefrotoxicidad inducida por el cisplatino; mediante el
incremento de la actividad enzimatica de GPx y GST en la corteza renal
[Pérez-Rojas et al., 2011]. El incremento de la actividad de SOD y GPx en
DN2 y DN3 tratados con tBHQ podria estar relacionado con los resultados
obtenidos en cuanto a la disminucion del dano por estrés oxidante en
lipidos y proteinas en los mismos grupos.

Para determinar si la disminucion o el incremento de la actividad
enzimatica de estas moléculas en los organismos desnutridos sin
tratamiento o tratados con tBHQ estaba asociada con los niveles de

proteina, se determino el contenido proteico mediante la técnica de
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Western blot. Los resultados muestran una disminucion en el contenido de
SOD, GPx y CAT en ratas con DN2 y DN3 sin tratamiento en comparacion
a su respectivo grupo BN. Por lo tanto; estos resultados confirman que la
desnutricion esta asociada con disminucion en la actividad y con el
contenido proteico de estas moléculas; que a su vez, podria estar vinculado
con el incremento del dano oxidante en DN2 y DN3.

Ahora bien, el contenido de estas enzimas en los grupos tratados con
tBHQ, mostré una disminucion en el contenido de SOD para el grupo
DN3-tBHQ; lo cual difiere con el incremento de su actividad en el mismo
grupo, esto pudiera significar que aunque el contenido sea menor; su
funcionalidad no se encuentra comprometida. Asi mismo, el contenido de
CAT disminuy6 en los grupos DN2 y DN3 tratados con tBHQ. Esto pudiera
indicar que CAT no mejoré ni en su contenido, ni en su funcionalidad
cuando los organismos fueron tratados con tBHQ. En contraste, el
contenido de GPx no presenté cambios en los tres grupos DN tratados con
tBHQ, en comparacion a su respectivo grupo BN; esto podria relacionarse
a su vez, con el incremento en la actividad de esta enzima en los mismos
grupos desnutridos. Finalmente, se puede plantear que el tBHQ provoca
un efecto protector contra el dano oxidante en los organismos desnutridos
mediado por el incremento en la expresion y en la actividad enzimatica de
SOD y GPx.

Como se mencion6é anteriormente el tBHQ induce la actividad

transcripcional de Nrf2 y en contraste a lo que se hubiera esperado, no se
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encontraron diferencias importantes en su contenido en las fracciones
analizadas. Sin embargo, la expresion de Nrf2 es un evento transitorio y se
da en un tiempo establecido; por lo que probablemente el tiempo en el que
se llevaron las determinaciones experimentales, no coinciden con el tiempo
de mayor expresion y que quizas fue en las primeras horas posteriores al
tratamiento.

Se ha evidenciado que la desnutricion sin otro estimulo exogeno,
induce un estado inflamatorio de bajo grado [Ling et al., 2004] y uno de los
factores transcripcionales mayormente implicados en la respuesta
inflamatoria es NF-kB, en donde el heterodimero p65/p50 es la forma mas
comUn y mejor caracterizada de este factor [Yu et al.,, 2009]|. La
dimerizacion de ambas proteinas es necesaria para proporcionar un
dominio de uniéon eficaz al ADN. El homodimero de p5S0 es incapaz de
llevar a cabo la activacion transcripcional, contrariamente a los
homodimeros de p65 que contienen el dominio de activacion [Baldwin,
1996; Lopez-Bojorquez, 2004; Hernandez y Rojas, 2005; Gilmore, 2006;
Gloire et al., 2006].

Algunos estudios han confirmado que el incremento de la actividad
transcripcional de NF-kB esta asociada con un aumento en la expresion
génica y proteica de la subunidad p65, mientras que la expresion y
contenido proteico de p50 generalmente no muestra cambios evidentes
[Visconti et al., 1997]. En lo que respecta a los resultados obtenidos en la

presente investigacion el contenido proteico de p50, no mostro diferencias
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significativas entre los organismos sin tratamiento y tratados con tBHQ.
En cambio, el contenido de p65 mostré un incremento en organismos con
DN2 y DN3 sin tratamiento. Lo anterior pudiera sugerir que
probablemente NF-kB esté llevando a cabo su actividad transcripcional
como lo han reportado anteriormente Visconti y colaboradores y activar la
expresion de diversos genes; entre ellos, los que participan en la respuesta
inflamatoria incluyendo aquellos involucrados en la sintesis de TNF-a
[Hayden y Gosh, 2008; Vallabhapurapu y Karin, 2009]. Aunado a esto, en
macrofagos peritoneales de ratones desnutridos se evidencio que existe un
incremento en la actividad de NF-kB en comparacion a las células de los
organismos bien nutridos [Fock et al., 2010].

En contraste al incremento del contenido de p65 en los grupos DN2
y DN3 sin tratamiento, los animales que fueron tratados con tBHQ
presentaron una disminucion en su contenido en los mismos grupos. Esto
a su vez, podria indicar una disminucion en el contenido de proteinas
proinflamatorias; ya propuesto anteriormente por Jin y colaboradores
(2011), en donde el pretratamiento con 1% de tBHQ durante una semana y
antes de una lesion cerebral traumatica, disminuy6é marcadamente la
activacion de NF-kB, produccion de citocinas inflamatorias e incluso
atenuo la frecuencia de apoptosis.

Por esta razon, se ha planteado que la induccion de citocinas
inflamatorias como TNF-a son inhibidas por antioxidantes fenélicos; entre

ellos el tBHQ. De tal modo, que se propone a NF-kB como blanco de dicha
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inhibicion; especificamente por el bloqueo de la formacion del complejo de
union de NF-kB con el ADN [Ma et al., 2003].

En consecuencia, para tratar de conocer si la desnutricion genera un
estado de estrés inflamatorio sistémico, se cuantifico la concentracion
plasmatica de las citocinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a. La
concentracion plasmatica de IL-6 se incrementdé en el grupo DN3 sin
tratamiento en comparacion a su respectivo grupo BN. Resultados
similares se han observado en modelos experimentales por el evidente
incremento de IL-6 en plasma de ratones desnutridos en comparacion con
el grupo control [Ling et al., 2004]. Asi mismo, en suero de ninos con
desnutricion severa se han encontrado incrementadas las concentraciones
de IL-6 y proteina C reactiva, independientemente de la presencia de
infeccion [Sauerwein et al., 1997]. En cuanto a los resultados obtenidos,
cabe mencionar que las concentraciones plasmaticas de IL-6 disminuyeron
en todos los grados de desnutricion tratados con tBHQ en comparacion a
sus respectivos grupos desnutridos sin tratamiento. Esto sugiere que la
desnutricion por si misma, causa un estado de estrés inflamatorio y el
tBHQ protege de tal consecuencia.

Los resultados de la presente investigacion muestran que las
concentraciones de TNF-a al igual que IL-6 en plasma, se incrementaron
en el grupo DN3 sin tratamiento en comparacion a su respectivo grupo BN.
Estos resultados coinciden con lo reportado anteriormente, en donde se ha

evidenciado un incremento de TNF-a en plasma de ratones desnutridos en
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comparacion con el grupo control [Ling et al., 2004|. De igual modo, en
suero de ratas desnutridas se observo un incremento en los niveles de
TNF-a relacionado a un aumento en su contenido proteico y expresion
génica en fibras musculares de diafragma [Lewis et al., 2005]. Por su
parte, en nifilos desnutridos sin evidencia de infeccion se observo que las
concentraciones séricas basales de TNF-a fueron significativamente
mayores que en los controles [Giovambattista et al., 2000].

Las alteraciones de estas citocinas por el efecto de la desnutricion
pueden comprometer la salud de los individuos, ya que se ha demostrado
que un incremento de citocinas como IL-6 y TNF-a predicen la mortalidad
de ninos con desnutricibn severa; aunque, con una adecuada
rehabilitacion nutricional esto puede revertirse [Bartz et al., 2014|. Con la
evidencia del incremento de IL-6 y TNF-a en plasma, se puede sugerir que
la cascada inflamatoria parece ser activada por el efecto de la desnutricion
y mediada a su vez por NF-kB.

Sin embargo, en los grupos BN, DN1, DN2 y DN3 tratados con
tBHQ disminuyd la concentracion plasmatica de IL-6; mientras que las
concentraciones de TNF-a disminuyeron solo en BN, DN1 y DN2 en
relacibn a su respectivo grupo sin tratamiento. El hecho de que la
concentracion plasmatica de TNF-a en el grupo DN3 con tratamiento no
haya disminuido en comparacion a los otros grupos DN tratados con
tBHQ, puede deberse a que existe un mayor déficit de peso corporal en

este grupo en comparacion a los otros grupos DN, ya que el incremento de
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esta citocina ha sido implicada en varios trastornos de pérdida de peso;
como caquexia, anorexia y bulimia [Filella, 2002; Lewis et al., 2005]. Por
otra parte, no hay que perder de vista que NF-kB también puede regular la
expresion de proteinas con funcion antioxidante [Morgan y Liu, 2011],
siendo la SOD2 wuna de las proteinas reguladas por este factor
transcripcional [Karisalo et al., 2007], ademas de tiorredoxina [Djavaheri et
al. 2004] y GPx [Lei et al., 2007], lo que finalmente desencadena procesos
de supervivencia [Echeverri et al., 2008].

En resumen, se puede proponer que la desnutricion en etapas
tempranas de la vida esta fuertemente asociada con un incremento similar
de dano oxidante a nivel de lipidos, proteinas y ADN. Asi como, con un
estado de estrés inflamatorio, debido principalmente a un aumento de
citocinas proinflamatorias tales como IL-6 y TNF-a; probablemente
mediadas por el factor transcripcional NF-kB. Ambos aspectos,
posiblemente, pueden ser desencadenados por un incremento de ERO que
se puede atribuir a una deficiente respuesta antioxidante observada en
estos organismos; a consecuencia de la pobre disponibilidad de proteinas
en su dieta; lo cual reduce la sintesis de las mismas y/o a
micronutrientes necesarios para contrarrestar los niveles de ERO. Estas
anormalidades directamente pueden contribuir a la disfuncionalidad del
timo y por consecuencia pueden modificar potencialmente la respuesta

inmunologica frente a estimulos infecciosos en estos organismos.
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Por su parte, el antioxidante tBHQ ejercié un efecto protector contra
el dano oxidante a nivel de lipidos y proteinas en timo de organismos
desnutridos; debido quizas, a wun incremento en la actividad
transcripcional mediada por Nrf2 y/o a un aumento en los niveles de GSH;
lo que a su vez, pudo ser reflejado por el restablecimiento de los
mecanismos de proteccion antioxidante tanto de SOD y GPx, aunque en
mayor medida de GPx; ya que la actividad reductora de esta enzima
depende de la biodisponibilidad de GSH. De igual manera, a este
compuesto también se le puede atribuir una funcion antiinflamatoria, por
la disminucion en las concentraciones plasmaticas de citocinas
proinflamatorias principalmente de IL-6; probablemente mediadas por la
inhibicion de la actividad transcripcional de NF-kB. La disminucion del
dano oxidante; asi como del estado inflamatorio puede deberse a una
reduccion de los niveles de ERO; como resultado del re-establecimiento de

los mecanismos de proteccion antioxidante.

10. Conclusiones

La desnutricion es un factor que predispone a un incremento de
dano por estrés oxidante a nivel de diversas biomoléculas tales como
lipidos, proteinas y ADN, asociado a una disfuncionalidad de moléculas
que participan en los mecanismos de proteccion antioxidante de tipo
enzimaticos como son SOD, GPx y CAT; y estas alteraciones,

probablemente sean ocasionadas por las restricciones en la ingesta de
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alimentos y/o oligoelementos, necesarios para contrarrestar los niveles de
ERO. Asi mismo, la desnutricion esta relacionada a un incremento del
estado inflamatorio, debido principalmente al aumento de citocinas
proinflamatorias (IL-6 y TNF-a) en plasma; proporcionales al nivel del
desgaste corporal. Estas alteraciones pueden repercutir en el crecimiento y
desarrollo de los organismos desnutridos. Asi como, en la funcionalidad
del timo lo que puede comprometer la respuesta inmunoloégica.

El antioxidante tBHQ en organismos desnutridos previene el dano
por estrés oxidante a nivel de lipidos y proteinas por el restablecimiento de
los mecanismos de proteccion antioxidante tales como SOD y GPx en timo;
asi mismo, confiere un efecto antiinflamatorio por la disminucion en la
concentracion plasmatica de TNF-a e IL-6, probablemente mediadas por la

inhibicion de la actividad transcripcional de NF-kB.

11. Perspectivas
e Determinar la actividad transcripcional de NF-kB, para
confirmar su participacion en la mediacion de citocinas pro-
inflamatorias tales como TNF-a e IL-6.
e Evaluar el dano por EOx a nivel del ADN en timo de ratas
tratadas con tBHQ, con la finalidad de establecer si este
antioxidante también confiere proteccion a nivel de esta

biomolécula en organismos desnutridos.
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Identificar ERO en timo de ratas sin tratamiento para
confirmar un probable incremento de estas especies y reforzar
el hecho del incremento de dano por estrés oxidante.
Identificar ERO en timo de ratas tratadas con tBHQ con el fin
de establecer si este antioxidante disminuye los niveles de
estas especies y con ello poder explicar la disminucion del
estrés oxidante en lipidos y proteinas.

Confirmar que el restablecimiento de los mecanismos de
proteccion antioxidante y la disminucion del EOx por el efecto
del tBHQ en un organo fundamental para el sistema
inmunologico confiere proteccion frente a un factor
frecuentemente asociado a la desnutricion como es el caso de

las infecciones.
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