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RESUMEN

Introduccion:El objetivo del estudio fue cuantificar la concentracion de
malondialdehido en sangre de recién nacidos prematuros como indicador de
producciéon de radicales libres de oxigeno. Material y método:incluyeron a
recién nacidos prematuros y de término.L.a muestra fue de 74 pacientes de los
cuales 54 fueron recién nacidos pretérmino (73%)(23 hombres [42.6%]y 31
mujeres[57.4%]), de éstos , 26 pacientes no recibieron oxigeno (10
hombres[38.5%]y 16 mujeres[61.5%]) y 28 fueron tratados con oxigeno (10
hombres [35.7%] y 18 mujeres {64.2%]). Se tomé un grupo de 20 recién
nacidos de término sin exposicidbn a oxigeno(10 hombres (50%) y 10
mujeres(50%) del servicio de unidad de cuidados intensivos neonatales del
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre en agosto de 1999 a 1ro de octubre
por motivo de tesis. Se cuantific6 la concentracion de malondiaidehido en
sangre de recién nacidos prematuros como indicador de liberacion de radicales
libres de oxigeno. El estudio es prospectivo, longitudinal, comparativo y
observacional.Resultados :La grafica de correlaciéon demostré que el grupo
control de recién nacidos de término presentaron niveles de maloldialdehido
dentro de limites inferiores 0.2 nmol/ml de proteina mientras que los recién
nacidos pretérmino no expuestos a oxigeno presentaron niveles de 2.3 nmol/ml|
de proteina hacia el dia 4 disminuyendo hacia el dia 15. Los recién nacidos
pretérmino expuestos a oxigeno mostraron elevaciones en el primer dia de vida
( 23.6 nmol/ ml de proteina) con nadir de 236.3 nmol/ ml de proteina el cual
disminuyé hacia el dia 17 de vida con niveles de 29 nmol/ml de proteina.
Conclusiones: los mecanismos antioxidantes se encuentran disminuidos e
inmaduros en los recién nacidos pretérmino y la exposiciéon a suplemento de
oxigeno produce una notable elevacién de los niveles de maloldialdehido lo que
traduce la liberaciéon de radicales libres de oxigeno en forma importante,
pudiendo ser una de las causas de dafio pulmonar en la enfermedad puimonar
crénica asi como a otros niveles sistémicos .
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INTRODUCCION.

Se tienen registrados conocimientos diversos sobre los efectos tdxicos
inducidos por el oxigeno sobre los pulmones y otros érganos desde hace 150
afos pero los estudios mejor realizados fueron a partir de 1952 cuando Rosey
Gyorgy describieron el efecto hemolitico del peréxido de hidrégeno sobre los
eritrocitos deficientes en vitamina E permaneciemndo el tipo de mecanismo
todavia desconocido. Mc Cort y Fridovic encontraron que la xantina vy la
xantinaoxidasa representan un sistema de generador de radicales libres
conocido como sistema xantina-xantinaoxidasa .En 1954 Hershman sugirié que
la toxicidad por oxigeno era capaz de producir radicales libres de oxigeno.
Veterstein en 1958 demostr6 que en los conejos expuestos a oxigeno
desarrollaron membranas hialinas a nivel pulmonar.

Posteriormente se han realizado mas estudios tratando de esclarecer los dafios
y su repercusioén clinica de los radicales libres sobre los sistemas biologicos.

En el Centro médico Nacional 20 de Noviembre se cuenta con una unidad de
cuidados intesivos neonatales en donde tratamos a un gran numero de recién
nacidos pretérminos con terapia de oxigeno en diferentes modalidades y este
hecho los hace susceptibles a dafio por radicales libres de oxigeno.

La finalidad de este estudio es cuantificar los niveles de malondialdehido en la
sangre de recién nacidos prematuros como indicador de dafo por radicales
libres de oxigeno como medicién indirecta de la peroxidacion lipidica.

La relevancia que ha tomado en los Ultimos 20 afios el dafo por radicales libres
en los recién nacidos sobre todo en los pretérmino ha permitido el avance en
los tratamientos terapéuticos con agentes antioxidantes para el manejo de
patologias diversas entre ellas la enfermedad pulmonar crénica la cual
constituye una complicaciéon de este tipo de pacientes sobre todo en los que
tienen antecedentes de haber sido sometidos a ventilacion mecanica asistida.

El dafio ocasionado por radicales libres de oxigeno repercute en el estado de
funcionamiento de multiples 6rganos y sistemas del recién nacido pretérmino el
cual por sus condiciones de inmadurez lo cual repercute importantemente en la
morbilidad.

El conocimiento sobre los niveles de la concentracion de malondialdehido como
indicador de peroxidacion lipidica a nivel de la membrana de eritrocitos nos,



abre la expectativa hacia nuevos campos en la terapetitica y manejo integral de
los recién nacidos pretérmino.

Los radicales libres son especies moleculares inestables muy reactivos que
pueden iniciar reacciones en cadena para formar nuevos radicales libres
mediante procesos bioquimicos que los potencializan y producen dafio a los
sistemas biologicos por lo que a lo largo de la evolucién se han desarrollado
mecanismos antioxidantes para neutralizar estos efectos. Las especies de
oxigeno reactivos son formados durante el metabolismo celular normal mediante
la reduccién del paso de oxigeno molecular del agua en la cadena de transporte
de electrones mitocondrial generando al radical superdxido.

Los radicales libres de oxigeno no solo son capaces de desnaturalizar proteinas
sino también peroxidan lipidos de membrana que en los recién nacidos
pretérmino se correlaciona con niveles altos de malondialdehido tiobarbittrico
con la producciéon de hidrocarburos durante la respiracion lo que da como
resultado lesion tisular por aceleracion de la peroxidacién lipidica y defensas
antioxidantes deficientes.

El malondialdehido es un compuesto quimico utilizado como marcador de
peroxidacion lipidica el cual reacciona con el etanol y las proteinas de las
membranas de los eritrocitos. Las fuentes de malondialdehido son los productos
de la oxidacion del acido linoléico y linolénico.

Todos los organismos celulares son capaces de soportar grandes exposiciones
al estrés oxidativo por lo que se desarrollaron a lo largo de la evolucion enzimas
y compuestos denominados en conjunto como “ defensas antioxidantes * que
son sistemas que inhiben el inicio o la propagacion del dafio oxidativo de las
biomoléculas, Sin embargo ha sido cada vez mas aparente que las defensas
antioxidantes no son 100% efectivas y los componentes intracelulares
experimentan dafo oxidativo. En los Ultimos afos se ha demostrado que las
células emplean mecanismos reparadores los cuales se denominan como
“sistemas de reparaciéon * los cuales retiran o reparan los productos del dafio
oxidativo tanto de proteinas, DNA y lipidos por lo que los mecanismos de
defensa ante el estrés oxidativo son diversos. A nivel de los lipidos se presenta
una proteccién dada por la hidrélisis selectiva de los acidos grasos oxidados que
involucra al metabolismo de las hidroperoxidasas lipidicas por medio de las

peroxidasas citosolicas.
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En la neonatologia la importancia de los mecanismos de produccion de
radicales libres de oxigeno vierte informacién sobre un numero de estados
patolégicos con patogénesis desconocida que han ameritado mucho esfuerzo
para realizar investigaciones para entender sus bases entre ellas se encuentran
la enfermedad pulmonar crénica y la retinopatia de la prematurez. El concepto
de los radicales libres de oxigeno producidos por el sistema de hipoxantina-
xantinoxidasa entre otros y los mecanismos de defensa antioxidantes inmaduros
en los recién nacidos prematuros pudieran explicar porque estos pacientes son
especialmente susceptibles a desarrollar alteraciones patologicas a nivel de
diversos 6rganos y sistemas como retinopatia de la prematurez, enfermedad
pulmonar crénica, enterocolitis necrosante, persistencia del conducto arterioso y
probablemente la leucamalacia periventricular los cuales no son enfermedades
distintas sino diferentes facetas de una enfermedad denominada como “ la
enfermedad de radicales libres de oxigeno “ con las manifestaciones clinicas de
acuerdo al 6rgano lesionado representado un nuevo abordaje a problemas
fundamentales en neonatologia.

HIPOTESIS

El recién nacido prematuro expuesto a terapia con oxigeno presenta mayor
liberacion de radicales libres de oxigeno, proporcional a la concentracion de O2
y a las horas de exposicion a éste, pudiendo ser medido a través del
malondialdeido en sangre .

OBJETIVO

Cuantificar los niveles del malondialdehido en sangre de recién nacidos
prematuros expuestos y no expuestos al oxigeno y compararios con recién
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nacidos de término no expuestos a oxigeno para obtener valores basales de
sistemas antioxidantes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.a. Cuantificar los niveles de malondialdehido en sangre de recién nacidos
pretérmino no expuestos a oxigeno para obtencién de niveles basales.

1.b. Cuantificar los niveles de malondialdehido en sangre de recién nacidos de
termino no expuestos a oxigeno para obtener valores basales.

1.c. Cuantificar los niveles de malondialdehido en la sangre de recién nacidos
pretérmino expuestos a oxigeno.

1.d. Correlacionar los niveles de malondialdehido de los recién nacidos de
término no expuestos a oxigeno con los recién nacidos pretérmino expuestos a

. . oxigeno para valorar la produccion por radicales libres.

1.e. Correlacionar los niveles basales de malondialdehido entre los recién
nacidos de término y pretérmino no expuestos a oxigeno.

MATERIAL Y METODOS.

Es un estudio prospectivo, observacional, longitudinal y comparativo realizado a
partir del 1° de agosto de 1999 y realizando un corte el 1° de octubre del 2000
con el proposito de esta Tesis. Se cuantifico la concentraciéon de
malondialdehido en sangre periférica de recién nacidos prematuros como un
indicador de produccién de radicales libres de oxigeno asi como los niveles
basales de maloldialdehido en recién nacidos pretérmino y de término no
expuestos a oxigeno, ya que en la literatura hasta el momento no se han
reportado los valores basales en recién nacidos. El estudio se realizé en el
C.M.N. “ 20 de Noviembre" en el Servicio de Cuidados Intensivos Neonatales.

Se integraron tres grupos:



. GRUPO I: grupo de prematuros que recibieron oxigeno en su estancia en
el SCIN :incluyeron a recién nacidos prematuros de 26 a 37 semanas de
gestacion con peso entre 500 a 2000 gramos , independientemente de las
diferentes etapas de ventilacion.

. GRUPO II: grupo de prematuros que no recibieron oxigeno en su estancia
en el SCIN: se incluyendo a recién nacidos prematuros de 26 a 37 semanas de
gestacion con peso entre 500 a 2000 gramos ,.

GRUPO llI: grupo testigo de recién nacidos de término: inciuyeron a recién
nacidos mayores de 38 semanas de gestacion ,con peso mayor de 2500 gramos
y sin tratamiento con oxigeno.

Se excluyeron a los recién nacidos procedentes de otro hospital y que
fallecieron antes de 24 horas de vida.

METODOLOGIA.

1.-Se utilizé6 muestra de sangre periférica obtenida por venopuncion de recién
nacidos prematuros de la unidad de cuidados intensivos neonatales, al
momento del nacimiento y cada tercer dia hasta su egreso del hospital.

2.-Las muestras se centrifugaron a 800 Gravedades durante 10 minutos para
separar el plasma de los eritrocitos.

3.-Los eritrocitos fueron lavados en 3 ocasiones con amortiguador de fosfatos y
posteriormente tratados con solucion hipoténica de fosfato (Smmol) para la
obtencién de membranas

4.-A las membranas se les determin6é la concentracion de malondialdehido
mediante el * método de Ottolenghi.

5.- La proteina total de la membrana del eritrocito fue determinada mediante el
método de Buiret y la concentracién de malondialdehido fue reportado como
nmol/mg de proteina .

*el metodo Ottolenqui: es una técnhica que determina la unién del acido tiobarbiturico y MDA mediante un

fotoespectrémetro de 532 nm utilizando el coeficiente de extincién de MDA para calcular {a concentracién
de la muestra.



La informacién necesaria para nuestro estudio se obtuvo de manera directa por
los investigadores del laboratorio de investigacién del Centro Médico Nacional
20 de Noviembre y expediente clinico.

Se capturaron los datos de cada paciente en la hoja de Recolecciéon de Datos
(Anexo1). La informacioén fue vaciada a una base de datos Microsoft Excel 97 y
se utilizé el paquete estadistico Epi 96.

El anadlisis estadistico se realizé mediante pruebas de correlacion.

RESULTADOS

En este estudio fueron incluidos 74 recién nacidos prematuros de ambos
géneros del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre”, 54 fueron recién
nacidos pretérmino ( 73% ) (23 hombres[ 42.6%] y 31 mujeres [57.4%)] ) de los
26 prematuros (10 hombres [38.5%]) y 16 mujeres [61.5%] )
[36.7%] Y 18 mujeres
recién de término ( 27% ) ( 10
hombres [50%] y 10 mujeres [50%] ) correspondieron al grupo {il .Se excluyeron

cuales
correspondieron al grupo |. 28 prematuros ( 10 hombres
[64.2%]) correspondieron al grupo Il y 20

a los pacientes que no reunieron los criterios de inclusion.

No. de pac. Masculinos Femeninos

RN PT 154 23(42.6%) 31(57.4%)
RNPT con |26 10 (38.5%) 16(61.5%)
Oxigeno

RNPT sin | 28 10(35.7%) 18(64.2%)
oxigeno

RPT 20 10(50%) 10(50%)
TOTAL 74 33( 44.5%) 41( 55.4%)

La concentracién de malondialdehido en sangre periférica de recién nacidos
pretérmino expuestos al oxigeno muestran niveles de manoldialdehido en el
primer dia de vida 23.6 nmol/ ml de proteina con nadir en el dia 10 de vida con

236.3 nmol/ mi de proteina presentando disminucién al dia 17 de vida de 59
8



nmol/ ml de proteina manteniéndose en los mismos niveles hasta el dia 29 de
vida. (grafica 1)

Se elaboré una grafica de correlacién entre el grupo 1l y el grupo |l la cual refleja
que los niveles de malondialdehido se mantuvieron dentro de limites inferiores a
0.2 nmol/ml de proteina durante los 29 dias en los recién nacidos de término
mientras que los recién nacido pretérmino mostraron elevaciones en los
primeros cuatro dias de vida con un nadir de 2.3 nmol/mi de proteina el cual
disminuye hacia el dia 15 mostrando los mismos niveles que el grupo control a
los 29 dias de vida. (grafica 2)

DISCUSION

En base a la cuantificacion de los niveles de malondialdehido en recién nacidos
de término no expuestos al oxigeno se mantuvieron de manera uniforme niveles
de 0.2 nmol/mg de proteina lo que probablemente corresponda a valores
basales, sin embargo , para necesitamos un numero mayor de muestras para
poder establecer nuestros basales definitivos , y traduce que poseen sistemas
antioxidantes funcionales que se podrian catalogar como ‘“sistemas

antioxidantes maduros mientras que el grupo de recién nacidos pretérmino
mostraron niveles superiores con incremento de los niveles de maloldialdehido
desde el primer dia de vida comparandolos con los niveles de los pacientes de
término lo que podria traducir que sus defensas antioxidantes se encuentran
disminuidas por lo que podrian ser catalogados como *“ sistemas antioxidantes
inmaduros “.Respecto a la exposicion a terapéutica con oxigeno se observa un

incremento notable en los valores reales de los niveles de maloldialdehido lo

que podria traducir que los sistemas antioxidantes no son capaces de inhibir el
inicio y la propagacion del dafio oxidativo y que presenta una respuesta tardia
hasta el dfa 17 de vida pero sin llegar a niveles basales para prematuros.

Esta investigacion hasta el momento ha confirmado que las defensas
antioxidantes de los recién nacido pretérmino se encuentran disminuidas a
comparacion del grupo control de recién nacidos de término y en caso de recién
nacidos pretérmino con exposicidén a oxigeno estos responden de manera tardia

D0 LA BiE o
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‘a los 17 dias de vida aproximadamente sin presentar los mismos niveles de
proteccion antioxidante que el grupo control.

Con este estudio hasta el momento no podemos precisar si es a nivel
cuantitativo o cualitativo ya que aun no contamos con el estudio de las variables

correspondientes y tampoco se valora de esta manera a los sistemas de
reparacion " que podrian jugar un importante papel en la proteccién antioxidante
a nivel molecular de manera tardia.

El estudio se encuentra dentro de una Linea de Investigacion de dafio pulmonar
en el recién nacido por lo que no es posible realizar mas comentarios sobre la
discusién, ya que este estudio nos ha abierto un campo muy amplio para

continuar con la medicién, y manejo de los radicales libres de oxigeno.

CONCLUSIONES.

Los mecanismos antioxidantes se encuentran inmaduros en el recién nacido
pretérmino y esto se refleja por la elevacion de los niveles de maloldialdehido en
comparacién con recién nacidos de término y en los recién nacidos pretermino
expuestos a oxigeno muestra una considerable elevacion de malondialdehido
que los no expuestos lo que podria reflejar mecanismos de defensa antioxidante
son ineficaces y posteriormente intentan de compensar la formacion de
radicales libres de oxigeno pero sin llegar a valores basales hasta el dia 29 de
vida.
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CONCENTRACION DE MALONDIALDEHIDO EN SANGRE PERIFERICA DE

RECIEN NACIDOS PREMATUROS EXPUESTOS AL OXIGENO.

TIPO DE MDA nmol/mt MDA nmoi/

MUESTRAS eritrocito mg Hg

control 19.17 0.0639

sano 26.88 0.0896
13.608 0.04536
17.691 0.05897
19.791 0.06597

260

OWa =8 \ =083 pUL

Tiempo (dias)

5 8 10 12 15 17 19 22 29

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

N= 54 grupo experimental. GRAFICA 1
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