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[. INTRODUCCION

El nacimiento pretérmino continda siendo una de las causas mas
importantes de morbimortalidad perinatal, a pesar de los grandes avances de la
medicina moderna, por lo que constituye un reto y punto de atencion continua
para el obstetra. La frecuencia oscila entre el 2 y 12 % del total de los
nacimientos segun las diferentes estadisticas del orbe. ¥ Una de las causas
mas frecuentes de nacimiento pretérmino es la Diabetes Gestacional, segun
diversos autores, la incidencia de esta en la poblacidbn mexicana oscila entre
1.6 y 12% de todos los embarazos. En el Servicio de Medicina Materno Fetal
del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre constituye la primera causa de
hospitalizacion y consulta y la segunda enfermedad de referencia, con
frecuencia del 25 al 30%. ® De esta manera, una de las complicaciones que
presentan los hijos de madres diabéticas es que la madurez pulmonar fetal no
corresponde con la edad gestacional, provocando asi un retraso en dicha
madurez pulmonar, incluso en productos de término, a pesar de tener control
metabolico adecuado. Ya que la mayoria de los productos no llegan a término
es importante la intervencion temprana a través de la administracion de
esteroides, proporcionando asi al producto una mejor condicién pulmonar que
le permita al nacimiento adaptarse a la vida extrauterina sin apoyo ventilatorio.
Por ello es de suma importancia determinar los parametros bioquimicos del
liguido amniotico para determinar la madurez fetal en comparacion con los
datos clinicos ©.

Desde los primeros estudios de Gluck y col., en 1971, se intentd
predecir la madurez pulmonar fetal por pruebas bioquimicas. La mayoria se
basa en la deteccion de alguno de los componentes del surfactante liberados al
Liquido Amnidtico (L.A.) por el pulmon fetal.

Son multiples los estimulos fisioldgicos y las condiciones que ejercen
alguna influencia sobre la maduracion pulmonar del feto. Definitivamente la
intervencion mas estudiada para inducir madurez pulmonar fetal es la
administracion antenatal de corticoides a la madre. Mas de dos décadas han
transcurrido desde la publicacién de Liggins y Howie sobre el uso antenatal de
corticoides para prevenir la enfermedad de la membrana hialina. En este
periodo mas de 3.500 mujeres han sido investigadas en alrededor de 15
estudios similares, tratando de responder la pregunta que si los corticoides
administrados antenatalmente previenen la aparicién de la membrana hialina.

Numerosos estudios clinicos han demostrado que la administracion
materna antenatal de corticoides produce una reduccién de la enfermedad de
la membrana hialina. Un metaanalisis efectuado por Crowley reunié un total de
15 estudios clinicos aleatorios sobre 3.500 mujeres. De este analisis se
desprende que la terapia antenatal con corticoides reduce la incidencia de
membrana hialina en un 50%. Este efecto se observa en recién nacidos de
ambos sexos, siendo el efecto mas marcado antes de las 31 semanas de



gestacion. Esta terapia también reduce la mortalidad neonatal en un 50%. El
efecto de corticoides no muestra ser significativo si el parto sucede antes de
completar 24 horas de su administracion. El uso de corticoides antenatal no ha
demostrado que pueda aumentar la frecuencia de infecciones maternas, fetales
0 neonatales; en cambio, puede reducir la incidencia de membrana hialina en
presencia de ruptura de membranas de forma significativa. Contrariamente a
las evidencias en algunas especies animales, el seguimiento exhaustivo a largo
plazo de recién nacidos humanos expuestos antenalmente a corticoides no ha
demostrado efecto adverso alguno en el crecimiento intrauterino o postnatal.
Sin embargo, los efectos fetales o a largo plazo de uso de varias dosis de
corticoides en forma semanal, aun no han sido cuidadosamente evaluados.

En Febrero de 1994 se realiz6 una reunion de consenso del NIH
(National Institutes of Health) precedida de un afio de estudio por expertos en
el tema, que analiz6 toda la evidencia disponible hasta el momento, en relacién
al efecto de corticoides sobre la maduracion fetal y el resultado perinatal. Los
beneficios de la administracion antenatal de corticoides en embarazos con
riesgo de parto pretérmino, superan con creces los potenciales riesgos. Estos
beneficios incluyen no so6lo una reduccién en el riesgo de membrana hialina
sino también en la mortalidad y hemorragia intraventricular. Todos los fetos
entre las 24 y 32 semanas de gestacion con riesgo de parto pretérmino deben
ser considerados candidatos para su uso. El tratamiento consiste en 2 dosis de
12 mg. de betametasona o dexametasona (fosfato) IM separadas por 12 horas.
El efecto 6ptimo comienza después de 24 horas del inicio de la terapia y puede
durar 7 dias. Debido a que el tratamiento con corticoides durante menos de 24
horas también se puede asociar con una reduccion en la mortalidad, la
membrana hialina y la hemorragia intraventricular, deben administrarse a
menos que sea esperado un parto inmediato. ¥

Tomando en cuenta los datos anteriores y considerando que la diabetes
gestacional es una condicién que afecta la madurez pulmonar se debe de
establecer cual de los corticoides mencionados es el mas efectivo como
inductor de la madurez pulmonar por lo que se analizara el perfil de
fosfolipidos en el liquido amnidtico, antes y después de la administracion de los
farmacos, con el fin de evaluar la accién de los corticoides sobre la produccion
0 secrecion de sustancia surfactante.



II. MARCO TEORICO

Antes de revisar los diferentes estudios que se realizan actualmente en
el L.A., es necesario recordar su origen, composicion, reabsorcion e
intercambio, lo cual no es facil, debido a que estd constituido por distintos
componentes, que se producen en diferentes lugares, que circulan a distintas
velocidades, por distintas vias y que varian de acuerdo a la edad gestacional,
ademas que su estudio implica un procedimiento invasivo.

En condiciones normales el L.A es claro, a veces ligeramente opaco,
blanco grisaceo o ambarino; su olor es semejante al del hipoclorito de sodio. El
volumen de liqguido amnidtico aumenta progresivamente hasta las 34 -35
semanas (1000 a 1500 mL) y luego decrece en forma leve y gradual hasta
alcanzar, al término de la gravidez, 500 a 800 mL.

En el embarazo el liguido amniético permite los movimientos fetales y
ejerce su mecanismo sobre las paredes uterinas, haciéndolos indoloros,
protege al feto contra traumatismos externos, impide la compresion del cordén,
facilita el acomodo fetal, mantiene la temperatura fetal y es la fuente mas
importante de informacién acerca del microambiente fetal.

A. Origen del Liquido Amnidtico:

Aparece en la bolsa amnidtica hacia la 8% semana de gestacion un
liquido que inicialmente tiene composicion similar al liquido extracelular, porque
proviene del liquido intersticial del huevo. Desde la nidacion hasta que aparece
la circulacion placentaria (28 - 30 dias) se agrega por osmosis a traves de la
membrana un liquido con una composicion similar al suero materno. El
mecanismo se realiza por trasudacion a nivel del amnios, por el caracter
secretorio de la membrana por lo menos en los primeros estadios.

Se pueden distinguir claramente tres origenes: Amniotico, Fetal y
Materno:



1. Origen Amnidtico

Se ha confirmado la presencia de liquido en las primeras etapas de
desarrollo del cigoto y también en los huevos carentes de embrion. Vacuolas
de secrecion de liquido han sido encontradas en las células del epitelio
amnigtico.

La membrana amnidtica al comienzo de la gravidez esta revestida de
una monocapa celular, apta para la trasudacion de liquidos.

El aparato secretorio celular amniotico constituye la principal fuente del
liguido amnidtico hasta la semana 20 de gestacion, para continuar con un
aporte de menor volumen posteriormente, ademas antes de la semana 20 de
gestacion, la composicion de liquido amnidtico y el plasma es muy similar. En
embarazos avanzados el paso de liquido a través de la membrana amnidtica
puede hacerse en los dos sentidos, y el corioamnios actia como una
membrana porosa, pudiendo pasar tanto agua como electrolitos; por lo tanto;
pequefias modificaciones de presion hidrostatica, osmética u oncética, podrian
movilizar grandes volimenes de liquido.

Se calcula que la superficie de intercambio del corioamnios es de
aproximadamente 1.200 cm?

2. Origen Fetal:

Se ha podido observar que en la primera mitad de la gestacion, el
volumen del liquido amniético aumenta de acuerdo al crecimiento del feto,
existiendo una estrecha correlacion entre el peso fetal y el volumen del liquido.
Se piensa que es una extension del fluido extracelular, porque el analisis de las
concentraciones de sodio, cloruros, urea son semejantes a las encontradas en
el suero fetal. El feto excreta orina en la cavidad amnidtica desde las semana
20 en adelante, lo que coincide con el momento en que la composicion del
liguido amnidtico, cambia con respecto a la del plasma materno. La cantidad de
orina emitida es de 20 a 30 mL/h r. Campbell y col. midieron la capacidad
vesical fetal in Gtero mediante ecografia y encontraron en la semana 22 de
gestacion 22 mL. de orina, y en la semana 40 hay de 28 a 30 mL. Se calcula
gue al final del embarazo pasan diariamente alrededor de 450 mL. de orina
fetal al liquido amniotico. La orina fetal es cualitativamente importante para la
constitucion del liquido amnidtico, por las variaciones que produce en la
osmolaridad y por el aporte de electrolitos, urea, creatinina, etc., mientras que



su contribucién al volumen no es tan fundamental. Con las secreciones
pulmonares sucede lo mismo; es evidente que aunque estas no desempefian
un papel importante en la regulacion del volumen de liquido amniético,
contribuyen en forma notable en sus componentes lipidicos. El arbol traqueo -
bronquio alveolar también contribuye a la formacién de liquido amniotico, por
medio de la trasudacion y ultra filtracion del plasma fetal por el lecho pulmonar,
s6lo, después de la semana 20, época en la cual el pulmon empieza a
funcionar histologicamente. La piel fetal representa un 6rgano de transporte
activo hasta el comienzo de la gqueratinizacion (202 semana), disminuyendo su
importancia a partir de entonces. Se acepta que los electrolitos pasen por via
trasamnidtica, ya que en la orina fetal no se ha encontrado fésforo inorganico ni
potasio y su concentracion de cloro es muy baja. ©®

3. Origen Materno.

Se piensa, que el Gtero gravido por su amplia irrigacion, su acumulo de
liquido, su activa circulacion y la didlisis de agua hacia la cavidad amnidtica,
contribuye al volumen de liquido amniético, lo que se confirmaria con la
inyeccion de ciertas sustancias colorantes, como el azul de indigo, y de
sustancias radiactivas que pasan con rapidez hacia la cavidad amniética
evidenciandose en el liquido.

B. Composicion.

El Liguido amnidtico posee un peso especifico de 1006 y una
composicién acuosa de 96.4% - 98% y 1% a 2% de solutos, distribuyéndose
por igual entre sustancias organicas e inorganicas. Esta constituido por
albimina, sales, glucosa, lipidos, urea, acido urico, creatinina, vitaminas,
bilirrubina, y hormonas. En el sedimento se encuentran células epidérmicas
fetales y del amnios, lanugo y materias sebaceas. Se han hallado también
hormona gonadotréfica, progesterona, estrogenos, andrégenos, corticoides,
lactbgeno placentaria, oxitocina, prostaglandinas, etc.



1. Otros componentes del liquido amniético.

a. Citologia: Las células presentes en el L.A. varian en cantidad y
calidad durante la gestacion, siendo las células del epitelio pavimentoso las que
se encuentran en mayor proporcién y la relacion de ellas se utiliza para el
célculo de la edad fetal.

b. Pigmentos bilirrubinoides: La concentracién de bilirrubina disminuye
progresivamente y tiende a desaparecer hacia el tercer trimestre, la
disminucién de este pigmento estaria vinculado al paulatino perfeccionamiento
de la deglucion fetal, a la disminucién progresiva de proteinas del L.A y al
desarrollo de sistemas enzimaticos fetales que se relacionan directamente con
la maduracion hepética.

c. Creatinina: La concentracion de creatinina aumenta en el L.A.
progresivamente durante el embarazo y muestra la evolucién de la maduracién
renal del feto, Entre las 36 y 37 semanas, los valores medios estan entre 1.40 y
1.60 mg/dL. Concentraciones mayores a 2.0 mg/dL de creatinina en L.A.
sugieren gestaciones de mas de 37 semanas y entre las 38 y 40 semanas
oscila entre 2.0 - 2.5 mg/dL.

d. Hormonas: Se han detectado en el liquido amniético hormonas como
Cortisol, Cortisona, Adrenalina, Noradrenalina, Lactégeno Placentario,
Gonadotropina Coridnica y Estradiol, el rol sobre la unidad feto placentario no
esta establecido pero podrian tener participacion en la regulacién paracrina de
algunas funciones organicas fetales.

e. Enzimas: Hacia el término de la gestacién puede comprobarse una
escasa actividad de cistino-aminopeptidasa (degrada Oxitocina) en el liquido
amniotico. Esta enzima no procede de la placenta sino del tracto digestivo fetal,
pues se eleva en el Liqguido amnidtico que contiene meconio. Especial interés
tiene la presencia de acetilcolinesterasa, debido a su relacion con defectos del
tubo neural. (Weaver, 1988). ©

C. Componentes tensoactivos del liquido amnidgtico.

El surfactante pulmonar es una mezcla compleja, de naturaleza
heterogénea, su composicion varia con la edad gestacional; en estado maduro
es aproximadamente un 80% de fosfolipidos, 10% de proteinas y 10% de
lipidos neutros (fundamentalmente colesterol). El principal fosfolipido en el
surfactante es la fosfatidilcolina, también llamada Lecitina, que da cuenta del
50% de los fosfolipidos presentes en el surfactante, ya sea en sus formas



disaturada (40-50%) y saturada. El fosfatidilglicerol (PG) es el segundo
fosfolipido en importancia, constituyendo el 5-15% del total de fosfolipidos. Otro
fosfolipidos relevantes son fosfatidiletanolamina (3-5%), fosfatidilinositol (2%) y
esfingomielina (2%).

Se han descrito 4 proteinas presentes en el surfactante: la proteina SP-A
(2-4% del total del surfactante) que juega un rol en la secrecion de fosfolipidos
del surfactante y la recaptacion, y también aumenta las defensas de los
pulmones. Las proteinas SP-B y SP-C son proteinas hidrofobicas constituyen
el 2-4% del surfactante y serian importantes para la activacion en superficie del
surfactante. Por ultimo la proteina D, cuya estructura y funcion especifica no ha
sido determinada. ©

1. Estudio de fosfolipidos pulmonares.

Para comprender mejor el estudio de los fosfolipidos pulmonares, es
necesario conocer cOmo se componen estas biomoléculas, por tanto los
fosfolipidos o fosfoglicéridos pertenecen a la clasificacion de los lipidos
complejos que se caracterizan porque contienen &cidos grasos como
componentes que estan unidos al esqueleto de glicerina por covalencia como
se muestra en la Figura 1. Reciben también el nombre de lipidos saponificables
porque producen jabones por hidrélisis alcalina. Los acidos grasos que se
pueden unir poseen una cadena hidrocarbonada larga con un grupo carboxilo
terminal, la cadena hidrocarbonada puede ser saturada como el acido palmitico
(C16), 0 puede tener uno o mas dobles enlaces como el acido oleico (Cjs).

Se designa con vaguedad a los fosfoglicéridos como fosfolipidos o
fosfatidos, pero debe tenerse presente que no todos los lipidos que contienen
fésforo son fosfoglicéridos; por ejemplo, la esfingomielina es un fosfolipido
porque contiene fosforo, pero es mejor clasificarlo como esfingolipido debido a
la naturaleza de la estructura del esqueleto al que se halla unido el acido graso.

En los fosfoglicéridos uno de los grupos hidroxilo primarios de la
glicerina se halla esterificado por el acido fosférico; los demas grupos hidroxilo
lo son por &cidos grasos. El compuesto originario de la serie es, por tanto, el
ester fosforico de la glicerina. Debido a que los fosfoglicéridos poseen una
cabeza polar, ademas de sus colas hidrocarbonadas no polares, reciben el
nombre de lipidos anfipaticos. El compuesto originario de los fosfoglicéridos es
el 4cido fosfatidico que contiene un grupo de cabeza no polar. (Figura 1)
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Figura 1 Estructura general de los fosfoglicéridos, en forma tal
gue pone en manifiesto su estructura anfipatica. Habitualmente,
el &cido graso en la posicién dos es insaturado

Los fosfolipidos mas abundantes en los tejidos humanos son la
fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina y la fosfatidilserina. A pH fisiologico, la
fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina no tienen carga neta y adoptan la
forma de bipolares, mientras que la fosfatidilserina tiene una carga neta de -1
por lo que es un fosfolipido acido. Tanto el fosfatidilinositol como el
fosfatidilglicerol son portadores de una carga formal de -1 a pH neutro y son,
por tanto, lipidos acidos.

Los fosfolipidos en las membranas realizan diferentes funciones, aunque
se hallan presentes en fluidos corporales tales como el plasma y la bilis, las
concentraciones mas elevadas de fosfolipidos se encuentran en las diversas
membranas celulares donde actian como componentes estructurales y
funcionales. Casi la mitad e la masa de la membrana eritrocitaria esta formada
por diversos fosfolipidos. Los fosfolipidos también activan ciertas enzimas. La
B-hidroxibutirato deshidrogenasa es una enzima integral de la membrana



interna de las mitocondrias que tiene un requerimiento absoluto de
fosfatidilcolina; ni la fosfatidilserina ni la fosfatidiletanolamina pueden sustituirla.

El funcionamiento normal del pulmén depende del suministro constante
de dipalmitoil-lecitina, en el que la molécula de lecitina contiene acido palmitico,
tanto en la posicion 1 como en la 2. mas del 80% del fosfolipido de la capa
liqguida celular que tapiza los alvéolos pulmonares normales esta constituido por
dipalmitoil-lecitina. Este fosfolipido tensoactivo es producido por los neumaocitos
tipo 1. ® La interfase aire-liquido que se encuentra entre los gases
respiratorios y las molécula solubles que componen la superficie del epitelio
respiratorio, crea un area de muy alta tension superficial. La presencia de
surfactante pulmonar, disminuye la tension superficial en esta interfase, los
fosfolipidos actuan en el momento del nacimiento a nivel de la interfase liquido
pulmonar — aire, favoreciendo la permanencia de un residuo de aire en los
alvéolos para evitar la retraccion y la consecuente atelectasia pulmonar.
(Figura 2)

Como resultado de la deficiencia de surfactante, los tejidos pulmonares
tienen poca elasticidad y no responden eficazmente a las fuerzas de aspiracion
expiracion. Otro tensor que interfiere es la asfixia, esta causa la
vasoconstriccion de los capilares pulmonares, reduciendo la circulacién en los
alvéolos y produciendo una mayor atelectasia en los pulmones. ©®

Expiracian atelectasia
—_— —_—
aspiracion

Alveolo totalmente
expandido al final de
la aspiracion

Alveolo parcialmente Alvenlo colapsado
deshinchado al final de |z 3| faltarle ten=oactivo
expiracion normal
Cortesia de Devlin, T. Bioquimica. Libro de texto con aplicaciones clinicas.
Figura 2. Papel del tensoactivo en la prevencion de la
atelectasia



La principal causa de morbimortalidad neonatal, es el Sindrome de
Dificultad Respiratoria (S.D.R.), actualmente denominado Sindrome de
Microatelectasias Multiples o SMAM, debido a la inmadurez funcional del
pulmén. Las primeras evidencias que relacionaron el SMAM o SDR con el
déficit de surfactante pulmonar, se obtuvieron a fines de la década del 50,
constituyéndose en uno de los avances mas importantes de la Perinatologia, ya
gue la determinacion de los fosfolipidos pulmonares en el liquido amniético del
feto, permite decidir el momento 6ptimo para extraerlo cuando las condiciones
intrauterinas son desfavorables. (Avery /Mead, 1959). ®

El sindrome de dificultad respiratoria SDR o0 SMAM es una entidad propia del
recién nacido, particularmente del neonato prematuro debido a la inmadurez
general del desarrollo y en especial a la deficiente madurez pulmonar, la cual
se traduce en sintesis, depodsito o liberacion disminuidas de surfactante
pulmonar, desarrollo estructural incompleto de los pulmones, debilidad de la
pared toracica, aumento de liquido pulmonar y resistencia vascular pulmonar
aumentada. El sindrome puede ser leve a severo, con polipnea hasta de 70 a
120 respiraciones por minuto, retraccién xifoidea importante y quejido
espiratorio, que reflejan la tendencia de los pulmones a retener aire en la
aspiracion, la distensibilidad pulmonar se reduce a una cuarta a quinta parte
del valor usual. La capacidad funcional esta marcadamente reducida y la
capacidad vital es restringida, la resistencia en las vias aéreas permanece
esencialmente sin cambios, pero el decremento en la distensibilidad pulmonar
incrementa gradualmente el trabajo respiratorio. %

Para determinar madurez pulmonar fetal se evalla la presencia de
fosfolipidos pulmonares en el liquido amnidtico mediante la determinacion de
los fosfolipidos. ¥

La investigacion de los fosfolipidos existentes en el liquido amniético ha
aclarado gran parte de los problemas existentes con respecto a la maduracion
pulmonar fetal y al sindrome de dificultad respiratoria idiopatica, enfermedad
de la membrana hialina o0 SMAM.

La tension superficial ha sido medida por Enhérning en corderos y fetos
humanos, observando en estos ultimos a 37°C una cifra promedio de 69,5+
0,4 dinas por centimetro.

En 1959 Avery y Mead demostraron la falta de sustancia tensoactiva
indispensable en el pulmén de los nifios nacidos con enfermedad de la
membrana hialina, en contraposicién con otros que murieron en las primeras
48 horas por otra causa. De ahi surgio la idea de identificar bioquimicamente
la composicion de esta sustancia tensoactiva, que fue denominada surfactante
por Scarpelli (de surface active) y que definitivamente quedo catalogada como
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fosfolipido. Asi mismo los fosfolipidos totales medios como fosforo fosfolipidico
total fueron dosificados por Nelson, quien hall6é valores superiores a los 0,140
mg para liquidos amniéticos correspondientes a embarazos de término con
fetos sanos. Para Gluck, Kulovich y Spellacy la valoracion del fésforo lecitinico
es el método mas fidedigno de todos los utilizados para valorar la madurez
pulmonar, ya que considera que la valoracién del fésforo lecitinico tiene sobre
el coeficiente lecitina/esfingomielina la ventaja de no alterarse por el
incremento de esfingomielina. ®

En 1971 Gluck, Kulovich, Border, Brenner, Spellacy publicaron un
articulo del diagnostico del Sindrome de Distress Respiratorio (SDR) por
amniocentesis, en el se menciona que los cambios en los fosfolipidos en el
liguido amnidtico reflejan el desarrollo en el pulmén fetal; un incremento
repentino en la concentracion de lecitina después de las 35 semanas de
gestacion anuncia madurez en el revestimiento alveolar. De fosfolipidos
particularmente lecitina es el mayor componente de actividad superficial en el
revestimiento del alveolo. La concentracion de lecitina y esfingomielina es casi
igual antes de las 35 semanas, cuando la concentracion de lecitina es 4 veces
la de la esfingomielina, en las subsecuentes semanas la concentracion de
lecitina continla en aumento mientras que la esfingomielina disminuye. Con el
uso de la cromatografia en capa fina las medidas relativas de ambos
fosfolipidos son la clave de la maduracién; las manchas de lecitina y
esfingomielina cuando son de igual tamafio o donde aparece mas grande la
esfingomielina representa inmadurez pulmonar, mientras que una mancha de
lecitina claramente mas larga que la esfingomielina marca una madurez
pulmonar.

Bioquimicamente en los pulmones de los fetos con SDR hay una
marcada disminucién en concentracion del mayor compuesto lecitinico con
actividad superficial. La biosintesis normal de la lecitina en el ser humano es
efectuado por dos Vias: (1) citidin difosfocolin + D — a, B — diglicerido — lecitina;
(Fosfocolin-transferasa) este sistema es la principal via para la sintesis de novo
en el pulmdén asi como en otros tejidos; la actividad de la fosfocolin transferasa
se encuentra en la fraccidbn microsomal de los tejidos del pulmoén y es estable
aun en condiciones adversas y la Via (2) fosfatidiletanolamina + 3 CHz; —
lecitina. (N-metil transferasa) en donde la N-metil transferasa cataliza la
transferencia de los grupos metilo de la S-adenosil-L-metionina al grupo amino
de la fosfatidiletanolamina para producir lecitina.
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La lecitina producida por cada via es distintiva en el acido graso
esterificado en el carbono B de la lecitina con actividad superficial. La Via 1
sintetiza predominantemente a- palmitico/ - palmitico lecitina y en la Via 2, a-
palmitico/ B-miristico. La hora de desarrollo de las dos vias muestra que la Via
2 como la mayor via (pero marginal) viene de la semana 22 a la 24 para la
produccion de lecitina de actividad superficial. Después de la semana 35 la Via
1 se activa. Durante el desarrollo, la lecitina producida por la Via 1 parece estar
almacenada intracelularmente hasta alrededor de la semana 35 cuando, con el
aumento de lecitina encontrada en el liquido amniético, aparece en los
espacios alveolares moderadamente. Esto representa que en la semana 35 el
aumento de lecitina en el liquido amniético anunciara madurez pulmonar. ©

CH;—OH
HO—C—H Glicerol-3-fosfato
éHyDPof
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aciliransferasa |

CofSH

il
CH;—0—C-R,
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CoASH
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Cortesia de Schumm, D. Principios de bioguimica
Figura 3. Biosintesis del acido fosfatidico a partir
del glicerol 3-fosfato y papel de las fosfatasas de acidos
fosfatidicos en la sintesis de fosfolipidos y triacilgliceroles
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La via de la Metiltransferasa fue descrita por Bremer y col. Esta via
metabdlica utiliza la metionina como donador de metilo en presencia de ATP.
Sintetiza particularmente palmitoil miristoil lecitina, esta via permite al feto
sobrevivir si nace prematuro pero es muy sensible a cambios de pH, de manera
gue ante situaciones de SMAM donde se asocia hipoxia y acidosis, se inhibe la
actividad de este sistema de transmetilacion siendo la vida media del
surfactante de 14 horas y asi la exigencia de sintetizarlo en grandes cantidades
y muy rapidamente, situacion que puede ser solo solventada por la via de la
fosfocolincitidin transferasa.

La via de fosfocolincitidin transferasa fue descrita por Kennedy. El 90%
de lecitina en un pulmoén de producto a término es producido por esta via y una
vez iniciada la respiracion por el neonato se encarga del 90-100% del total del
la lecitina. ¢ 10

Asi mismo, Gluck y Kulovich en 1973 analizaron los indices de lecitina/
esfingomielina (L/S) en el liquido amnidtico en el embarazo normal y anormal
en este estudio se menciona que solo en el embarazo normal el indice de
lecitina/esfingomielina se correlaciona con la edad gestacional. Anormalidades
del embarazo incluyendo condiciones maternas, fetales y placentarias pueden
afectar marcadamente la maduracion del pulmén fetal. Ciertas condiciones
asociadas, como por ejemplo la hipertensibn materna y condiciones
placentarias serias incluyendo sangrado retroplacentario y ruptura de
membrana, acelera la madurez del indice de L/E; mientras que otras
condiciones como la diabetes tipo I, Il o gestacional demoran la madurez del
indice de L/E.®?

En 1974 Gluck y Kulovich publicaron la interpretacion y significado del
indice de lecitina / esfingomielina en el liquido amnidtico, en el articulo se trata
el uso de precipitacion de la lecitina con acetona fria, la cual permite la
evaluacion de la fraccion fisioldgica (con actividad superficial) de la lecitina,
esta fraccion ayuda a determinar rapidamente la madurez pulmonar y
posiblemente a prevenir falsas predicciones. Un importante fendmeno asociado
con el desarrollo de la madurez del pulmén fetal es el incremento del
porcentaje de la lecitina total que es producido por la fraccion de lecitina
precipitable con acetona en cuanto la gestacion progresa; asi pues un alto
porcentaje del material de precipitado con acetona nos indica una rapida
madurez pulmonar y una baja probabilidad de sufrir SDR. (Figura 4). ¥
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Figura 4. Evidenciacion de fosfolipidos pulmonares
fetales

De la misma manera, Hallman en 1976 contribuyo con la investigacion
del fosfatidilinositol y fosfatidilglicerol en el liquido amniético como indices de
madurez pulmonar, donde indica que los fosfolipidos menores en el liquido
amnidtico de embarazos normales se correlacionaron con el ya establecido
indice de madurez pulmonar L/E. Cuando el indice de de L/E es menor de 1.0,
el fosfatidilglicerol (PG) y el fosfatidilinositol (PI) estan ausentes o en bajas
concentraciones. Paralelo al incremento del indice de L/E cuando es de 2.0, el
contenido de Pl incrementa de 6.0 a 8.0 % de lipido fosférico. PG el Unico
fosfolipido surfactante del pulmon, primero aparece y Pl analogamente
disminuye cuando el indice le L/E excede de 2.0, indicando la secrecion de
surfactante en la madurez pulmonar. ¥

Posteriormente en 1977 Hallman y Gluck realizaron una recopilacion de
todos los datos relacionados con el perfil de fosfolipidos en un trabajo titulado
“Desarrollo pulmonar fetal” en el se analizaron detalladamente aspectos del
desarrollo anatémico e histolégico del pulmén fetal asi como la composicion del
surfactante y la biosintesis de los fosfolipidos, mostrando asi que no solo el
perfil bioquimico nos da las estimaciones de madurez pulmonar, sino que hay
aportaciones de Clements y Socol que remiten la madurez pulmonar con
sencillas pruebas biofisicas.*>® Por ultimo hace notar la accién farmacolégica
para prevenir SDR y sus diversas aplicaciones y mecanismos de accién. ¢

Por otro lado, tomando en cuenta que puede haber condiciones durante
el embarazo que modifican o retrasan la madurez pulmonar como es en el caso
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de la diabetes gestacional, desde hace afos se conoce que determinados
factores aceleran la maduracién del pulmén fetal (parto-oxitocina, ruptura
prematura de membranas, estrés fetal, productos del tabaco, glucocorticoides,
etc.) y que otros, la retardan (insulina, beta-hidroxibutirico, etc.). Entre los
factores que la aceleran, los glucocorticoides han sido los mejor estudiados.

En el afio 1974, Ballard y Ballard publicaron un trabajo en el que
sefalaban que en el citoplasma de los neumocitos tipo Il habia receptores para
glucocorticoides y que en el feto humano, se podian detectar desde la 12
semana de gestacion hasta la 43. En el mismo trabajo, los autores afirman que
los nifios nacidos prematuramente y que desarrollan un cuadro de dificultad
respiratoria, carecen de dichos receptores citoplasmaticos, tanto en el pulmoén
como en el higado. Los glucocorticoides no actian directamente sobre los
neumocitos tipo I, sino que lo hacen a través de los fibroblastos del pulmén,
donde activan receptores para dichas hormonas y donde éstas estimulan la
sintesis del factor neumocito fibroblasto, que es un polipéptido de bajo peso
molecular, cuya sintesis esta limitada al pulmén y que es el intermediario que
utilizan los glucocorticoides para inducir la sintesis de fosfatidilcolina.

D. Mecanismo de accién de los glucocorticoides.

El mecanismo de accién de los glucocorticoides en los pulmones es
semejante al de estas sustancias en otros tejidos. Después de penetrar en el
neumocito, los glucocorticoides se unen a receptores especificos en el
citoplasma. El complejo receptor-glucocorticoide después es translocado o
llevado al nucleo, sitio donde interactia con el DNA. Los genes que codifican
proteinas especificas son transcritos, y como resultado se produce RNA
mensajero especifico, sustancia que penetra en el citoplasma y entonces la
secuencia proteinica que codifica es traducida a los ribosomas. La afinidad de
los glucocorticoides por el receptor de estas sustancias en el pulmén suele ser
similar a la de otros tejidos; la dexametasona y la betametasona poseen una
mayor afinidad que los corticoides naturales como cortisol, cortisona y
dihidrocorticosterona.

Los glucocorticoides intervienen en la biosintesis de la lecitina disaturada
ya que favorecen la formacién del "factor neumocito fibroblasto” por fibroblastos
del pulmon fetal y este factor es el que origina un aumento en la sintesis de
lecitina disaturada por activacion enzimatica. El importante papel que juegan
estas hormonas en el proceso de madurez pulmonar fetal es la base de la
terapia con glucocorticoides exdgenos para acelerar la madurez pulmonar y
este tratamiento farmacoldgico parece inducir receptores beta-adrenérgicos en
los neumocitos tipo Il. Tanto la sintesis de lecitina disaturada como la de PG
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estan relacionadas con la actividad beta-adrenérgica, bien directamente o al
modular dicha actividad la accién de otras hormonas.

La presencia o ausencia de estos receptores determina que un tejido en
particular responda o no al estimulo del esteroide y su numero limita la
concentracion hormonal méxima a medida que los receptores son envueltos. El
aumento en la velocidad de trascripcion se inicia aproximadamente una hora
después de la administracion del esteroide y el maximo de incremento en el
contenido de ARNm y proteinas se da entre 24 y 48 horas respectivamente.
Esto explica por qué el beneficio es maximo si el parto se da después de 48
horas de la primera dosis de esteroide. Los regimenes recomendados
usualmente conllevan una ocupacion aproximada del 75% de los receptores
disponibles, lo que produce una respuesta fetal en los 6érganos blancos cerca
del méaximo y por lo tanto no se justifican dosis mas altas o mas frecuentes. Los
esteroides causan citodiferenciacion y cambios precoces en las proteinas
responsables del desarrollo sélo aumentan el surfactante sino que producen
cambios estructurales tanto en las células epiteliales de la via aérea como en
los fibroblastos. Parece que estos cambios no revierten una vez ha pasado el
tiempo de accion del esteroide, y esto podria explicar que el efecto protector
persista, aunque en menor grado, mas alla de los siete dias.

Los efectos de los glucocorticoides en el pulmén en desarrollo son:

* Incrementan el surfactante alveolar y tisular.

» Aumentan la distensibilidad y el volumen pulmonar maximo.
» Disminuyen la permeabilidad vascular.

* Aumentan el aclaramiento del liquido del pulmon.

* Aumentan la respuesta al surfactante.

Los primeros autores que demostraron la eficacia de los corticoides en la
disminucion de la incidencia de S.D.R., en los nifios nacidos antes de las 32
semanas de amenorrea, fueron Liggins y Howie en 1972. ®® No obstante, con
anterioridad, Liggins habia observado que los corderos nacidos después de
haber estado expuestos intradtero a la accion de los corticoides, sobrevivian
mas de lo esperado.

En este ensayo se utilizé terapia con betametasona y fue realizado en
282 madres en las que habia amenaza de parto pretérmino inminente o fue
programado el alumbramiento antes de las 37 semanas de gestacion, en la
esperanza de reducir la incidencia del sindrome respiratorio neonatal
acelerando la maduracién funcional del pulmén fetal.

Los resultados del trabajo publicado por Crowley y cols. en 1990 son definitivos
para consolidar los beneficios de la terapia con corticoides antes del parto
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pretérmino. Los autores realizan un metanalisis en el que incluyen doce
ensayos con cerca de tres mil mujeres. Se administraron glucocorticoides
antenatalmente, para acelerar la maduracion del pulmén fetal, a gestantes con
amenaza de parto pretérmino o con parto pretérmino programado. La
betametasona administrada segun el método de Liggins, es el glucocorticoide
mas utilizado por los autores que fueron incluidos en el metaanalisis, siguié en
frecuencia, la dexametasona. ¢V

Crowley y cols. demuestran que hay una disminucién estadisticamente
significativa de la morbilidad y de la mortalidad perinatales. La reduccion de la
morbilidad respiratoria se encuentra entre el 40 y el 60%, obteniéndose efectos
beneficiosos en todas las edades gestacionales hayan o no sufrido ruptura de
membranas. Los mayores efectos se consiguen cuando el nifio nace después
de las primeras 24 h. y antes de los siete primeros dias postratamiento; no
obstante, la evidencia demuestra que antes o después del intervalo citado,
también se obtienen resultados favorables. ¥

Tanto la betametasona como la dexametasona cruzan la placenta y son
inactivadas en cierto grado por enzimas placentarias que convierten los
esteroides activos en 1l-cetosteroides inactivos. La concentracion fetal de
betametasona alcanza 33% de aquella en circulacion materna. Ambos
medicamentos se aplican por via intramuscular; esta es la via mas adecuada
por su absorcién debido a su hidrosolubilidad.

La dosis 6ptima ha sido fijada en dos dosis de 12 mg. de betametasona
por via intramuscular con intervalo de 24 horas, o cuatro dosis de 6 mg. de
dexametasona por via intramuscular con intervalo de 12 horas. La
betametasona tiene un efecto ligeramente mayor aquel a dexametasona en la
reduccion de Microatelectasias multiples (OR de 0.49 y 0.55 respectivamente)
La disminucion de la mortalidad solo es significativa para la betametasona con
un OR de 0.52, comparado con 0.89 de la dexametasona.

El indice de leucomalacia periventricular quistica entre los neonatos
cuyas madres recibieron betametasona fue de 4.4%, dexametasona de 11% y
8.04% entre los que no recibieron corticoides. La exposicion prenatal de la
betametasona, no asi la dexametasona, se vinculé con una reduccién en la
incidencia de leucomalacia periventricular quistica entre los neonatos muy
prematuros.

La betametasona se relaciona con reduccion en los movimientos fetales,
siendo esta reduccién importante pero temporal. Los movimientos corporales
se reducen en un 50 % 48 horas después de la dosis inicia, y los movimientos
fetales en un 90%. Los cambios observados tanto en la conducta como en la
frecuencia cardiaca fetal pueden deberse a un efecto directo de los
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glucocorticoides sobre el cerebro fetal. Los efectos de la administracién de los
glucocorticoides a la embarazada incluyen deterioro del control de la glucosa
en la diabética, incremento en la tension arterial, edema pulmonar, supresion
suprarrenal, disminucion del liquido amniotico, aumento de la resistencia de
arteria umbilical y cerebral media y un incremento en el riesgo de infeccion o
enmascaramiento de una infeccién subclinica. 9

E. Cromatografia en capa fina.

Una herramienta necesaria para evidenciar la presencia y la
modificacion producida por los corticoides del perfil de fosfolipidos es la
cromatografia bidimensional. La cromatografia constituye una técnica sencilla y
rapida que en muchos casos, no requiere aparatos complicados, se puede
utilizar de una manera microanalitica (del orden del ug) hasta la industrial; se
puede obtener un registro permanente del andlisis (cromatograma); es una
técnica poco o nada destructiva que puede aplicarse a sustancias habiles.

La palabra cromatografia ( kromatos, color, graphos, escrito) fue
utilizada por primera vez por el botanico ruso M. Tswett en 1906 para designar
una técnica empleada por él para separar pigmentos vegetales; hizo pasar por
una columna de vidrio, rellena de carbonato de calcio, un extracto de hojas
verdes en éter de petréleo; adicionando posteriormente el disolvente puro por
la parte superior de la columna obtuvo una serie de bandas horizontales
diversamente coloradas, debido al diferente adsorcion por el carbonato de
calcio de los colorantes de la planta: asi logro separar dos tipos de clorofila,
cuatro xantofilas y un caroteno. Actualmente se sabe que la separacion no esta
condicionada por el color, ya que se aplica a multiples productos incoloros, sin
embargo, se sigue utilizando el nombre de cromatografia por motivos
historicos.

En cuanto a las diferentes variantes de la técnica posiblemente la
definicion mas correcta es que se trata de un método fisico de separacion en el
gue los componentes a separar se distribuyen en dos fases, una de las cuales
constituye un lechos estacionario de gran desarrollo superficial y la otra un
fluido que pasa a través o a lo largo del lecho estacionario (fase mévil).?? En
todo proceso cromatografico la fase movil es, normalmente, la que provoca el
movimiento de las distintas especies para que abandonen el medio soporte y la
fase estacionaria la que suministra el efecto retardador, selectivo para cada
componente, que condiciona que cada uno de ellos se desplace con distinta
velocidad.®

18



El tipo de cromatografia empleada para evidenciar los fosfolipidos es la
cromatografia en capa fina, basicamente es la técnica de separacion e
identificacion de sustancias quimicas por medio de un disolvente que se mueve
sobre la capa delgada de un adsorbente idoneo; este adsorbente, se deposita
sobre una hoja de vidrio o de otro material que actia como un soporte inerte
de la capa.*” Asi pues el principio del método consiste en depositar sobre
dicha capa una pequefia cantidad de solucion problema. Posteriormente se
hace fluir un disolvente fase movil que provoca la separacion de los
componentes de la muestra. En este caso en particular al utilizar la
cromatografia bidimensional, se utilizan consecutivamente dos eluyentes
distintos que fluyen en sentidos perpendiculares. Esta técnica se utiliza cuando
ninguno de los dos eluyentes es capaz de efectuar una separacion total de los
componentes de la muestra, separacion que se logra con su uso conjunto. Para
ello se coloca la muestra en un angulo del papel y se desarrolla un primer
cromatograma con el primer sistema de eluyentes, a continuacion se gira el
papel 90° y se desarrolla con el otro sistema de eluyentes (Figura 5). ?%°
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Cortesia de Enciclopedia Encarta
Figura 5. Cromatografia en capa fina

F. Diabetes Gestacional

La Diabetes gestacional de define como cualquier grado de intolerancia
a los carbohidratos que ocasiona alteracion en el metabolismo energético y que
se detecta por primera vez durante el embarazo, independientemente de que
se requiera o no insulina y de que persista después del parto, asi pues es una
condicién que puede retrasar la madurez pulmonar por lo que es importante
entender la fisiopatologia.

El embarazo constituye una verdadera prueba a la tolerancia a la
glucosa. Los cambios hormonales que se producen a lo largo de la gestacion
producen un aumento de la resistencia a la insulina. Esto produce en las
madres normales un aumento de los niveles plasmaticos de insulina en ayuno y
especialmente postprandiales. El aumento de la resistencia insulinica pone a
prueba la capacidad de secretar insulina del pancreas materno, y si ésta se
encuentra disminuida, ya sea por causas genéticas o adquiridas, se van a
producir hiperglicemias post prandiales y/o de ayuno segun sea el grado de
“insuficiencia” pancreatica en la produccién de insulina.

En las primeras semanas de gestacion los niveles crecientes de estradiol
y progesterona estimulan las células B del pancreas materno, de tal manera
gue existe hipertrofia de las mismas con niveles incrementados de insulina en
la sangre materna, por lo tanto la produccion de glucosa por el higado
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disminuye, asi en un principio se observa tendencia a la hipoglucemia.
Conforme la gestacion avanza se elevan progresivamente los niveles de
somatomamotropina corionica hCS (hormona proteica con propiedades
semejantes a la de la hormona del crecimiento) principal efector insulinico. El
cortisol tiene gran efecto diabetégeno, la progesterona tiene propiedades
antiinsulinicas. Al elevarse las concentraciones de prolactina y cortisol, inicia la
etapa de resistencia a la insulina con gran tendencia a la lipdlisis en ayuno para
proporcionar energia sobre todo a la madre y reservar glucosa para el feto. @

La hiperglucemia materna origina una hiperinsulinemia fetal, la insulina
fetal inhibe la accion estimulante que el cortisol ejerce sobre la produccion de
lecitina por las células tipo Il del pulmén, la disminucién de la lecitina origina un
déficit en la sintesis del surfactante que dificulta la respiracion fetal. %

Por lo tanto la diabetes gestacional se traduce como una incapacidad
progresivamente severa del pancreas para producir insulina en respuesta a una
carga de glucosa y una reduccion en la eficiencia de dicha hormona. La
severidad de la diabetes se relaciona directamente con le grado de disfuncion
de las células B pancreaticas. (Figura 6). ®

Diabetes gestacional Niveles
sanguineos
altos de
glucosa en

la madre

Y
Le proporcionan glucosa
adicional al .

bEbé. Y '. i .)

Hacen que el bebé
aumente de peso

Cortesia de Enciclopedia Wikipedia
.Figura 6. Diabetes gestacional

El reconocimiento clinico de la diabetes es importante no solo para la
atencion inmediata de una madre y el feto sino porque estan en riesgo de
desarrollar diabetes mellitus aflos después, ademas esta patologia implica un
retraso en la madurez pulmonar del feto. Desde hace algun tiempo se sabe que
la maduracion del pulmon fetal es acelerada por hormonas. Los agentes que
retrasan la madurez pulmonar son la insulina o la hiperglucemia. Hay
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innumerables pruebas de que las hormonas circulantes intervienen de manera
determinante en el ritmo final de la maduracién pulmonar, pero la evidencia en
cuanto a que en realidad desencadenen la produccion del surfactante es
menos convincente. 9

De esta manera existen pruebas de deteccién o escrutinio y pruebas
diagndsticas, las primeras identifican un grupo en riesgo alto de algun trastorno
en particular y en las segundas se identifican aquellas personas que en
realidad tienen un trastorno mas que un alto riesgo. El Tamiz metabdlico se
recomienda a toda mujer embarazada que se encuentre entre la semana 24 y
28 de la gestacion para una mayor sensibilidad del estudio. No es necesario el
ayuno ni una hora especifica para la determinacion de glicemia poscarga
(tamiz) y para ello se requiere la ingesta de 50g. de glucosa anhidra en 200 mL
de agua y la toma de glicemia venosa a la hora poscarga. Aun cuando se
reconoce que la prueba de tamiz no es diagndstica, los valores de ayuno como
de poscarga se encuentran alterados, basados en los criterios de Carpenter el
valor de ayuno mayor o igual a 95 mg/dL y 180mg/dL a la hora poscarga es
criterio de Diabetes gestacional.

Dentro de las pruebas diagndsticas se consideran las pruebas de
tolerancia a la glucosa, esta es una prueba que permite establecer la respuesta
insulinica frente a un estimulo fisiolégico por glucosa. Para la realizacion de
este tipo de curvas se requiere que durante los tres dias precedentes a la
prueba es necesario aplicar una dieta que contenga por lo menos 1509 diarios
de hidratos de carbono, durante las 12 horas precedentes a la prueba, el
paciente debe guardar ayuno estricto, suprimiendo incluso el café, por otro lado
gueda prohibido fumar y realizar ejercicio incluso ligero. Ciertos trastornos
endocrinos, tales como acromegalia, hipertiroidismo o sindrome de Cushing, se
asocia frecuentemente a la intolerancia a la glucosa, por tanto de deben
identificar. Medicamentos diversos como los salicilatos, los diuréticos y los
anticonvulsivantes disminuyen la secrecion de insulina, por lo que deben ser
suprimidos por los menos 3 dias antes de la prueba. %% 2"

La magnitud de la carga de glucosa que ha de emplearse es variable,
siendo lo usual 50, 75 o 100g, recomendando una carga de 1.75 g/Kg. de peso
y disolverlo en agua. Entre las 7 y las 9 de la mafiana y tras 30 minutos de
descanso se extrae la muestra de sangre para realizar una glucosa basal y
luego el paciente ingiere la sobrecarga, obteniendo sangre a la hora, dos y tres
horas posterior a la carga de glucosa anhidra. Las muestras deben de ser
procesadas en un lapso no mayor a 4 horas.

Para la interpretacion de la prueba en el Centro Médico Nacional “20 de

Noviembre” se utilizan los criterios de Carpenter y Coustan que son en ayuno
95 mg/dL, 1hr. 180 mg/dL, 2hrs. 155mg/dL, 3hrs. 140 mg/dL. Para integrar el
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diagndstico de diabetes gestacional se requiere dos o mas valores alterados
(iguales o mayores). A las mujeres con un solo valor alterado se les ha
nombrado como intolerantes a los carbohidratos, debido a que no son normales
pero tampoco cumplen con los criterios de diabetes gestacional por lo que se
sugiere se les de vigilancia y tratamiento como si fueran diabéticas
gestacionales. ®

Los meétodos actuales para valorar el control metabdlico de
carbohidratos incluyen la determinacion del nivel de glucosa en el plasma y
orina. Estas determinaciones reflejan variaciones agudas y pueden no ser
indicadores adecuados en los aspectos a largo plazo del control diabético. Por
ello, la identificacion de la hemoglobina glicosilada, es decir, la hemoglobina A;c
con un residuo de glucosa sobre la valina aminoterminal de la cadena (3, podria
constituir una técnica mas util para evaluar el control diabético. La
hemoglobina Ai, que representa del 3 al 6% de la hemoglobina total de los
individuos sanos, puede doblarse e incluso triplicarse en los diabéticos en
funcion del nivel de hiperglucemia.

Peterson (1977) ha postulado que la hemoglobina A;c es proporcional al
promedio de concentracion de la glucosa; por tanto, las pruebas con Ajc
proporcionan una util forma de evaluacién del grado de adecuado control de la
diabetes.

El principal objetivo del tratamiento en la paciente con diabetes es
mantener niveles normales de glucosa las 24 horas del dia para disminuir las
complicaciones tanto maternas como fetales, por lo tanto se requiere una dieta
gue dependera del rango de peso materno manejado antes del embarazo o
bien del indice de masa corporal IMC, con un indice bajo, medio o alto se
administran 25, 30 o 35 calorias respectivamente por Kg. de peso ideal. Se
incrementan 300 cal por trimestre (en el 2° y 3°), se fracciona en quintos con
dos colaciones que corresponden al 20% de las calorias totales. Se
recomienda que el total de calorias se fraccione en 50-60 de carbohidratos de
preferencia complejos en gran proporcién y altos en contenido de fibra.
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando el perfil de fosfolipidos nos planteamos el siguiente
problema:

¢,Cual de los inductores tiene mejor efecto para modificar la madurez
pulmonar fetal, a través de la evaluacion del perfil de fosfolipidos?
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IV. OBJETIVOS
. Establecer si la aplicacion de un esteroide como indoctor de la

madurez pulmonar fetal modifica el perfil de fosfolipidos en pacientes diabéticas
gestacionales.

. Comparar el efecto de la Dexametasona vs. Betametasona en la
modificacion del perfil de fosfolipidos pulmonares fetales.
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V. HIPOTESIS

Debido a que la diabetes gestacional es una condicién en la que la que
la madurez pulmonar fetal se ve retrasada, se propone la siguiente hipétesis:

“Si al administrar la betametasona se logra una mejor induccion de
madurez pulmonar, respecto de la dexametasona, se observara en la
modificacion del perfil de fosfolipidos”.

PRUEBA DE HIPOTESIS:

Ho= La Betametasona es igual de efectiva que la Dexametasona.

Ha= La Betametasona no es igual de efectiva que la Dexametasona
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V1. DISENO DE INVESTIGACION:

= Experimental
= Transversal

= Prospectivo

= Comparativo
= Ciego

VII. POBLACION
Pacientes embarazadas complicadas con diabetes gestacional de 36 a

36.5 semanas de gestacion del Servicio de Medicina Materno Fetal del CMN
“20 de Noviembre”.
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VIl. CRITERIOS:
INCLUSION:

. Pacientes diabéticas gestacionales o0 intolerantes a los
carbohidratos del Servicio de Medicina Materno Fetal del CMN “20 de
Noviembre"

. Pacientes tratadas en el servicio de Medicina Materno Fetal en
guienes se documentd control metabdlico intra y extra hospitalario a
través de glucometrias y determinacién de hemoglobina glicosilada.

. Pacientes que por consentimiento informado acepten la
realizacion de la amniocentesis pre y post tratamiento con inductores de
madurez pulmonar.

. Pacientes que concluyeron su embarazo en el CNM “20 de
Noviembre”

EXCLUSION:

. Pacientes con descontrol metabdlico.

. Pacientes con diabetes gestacional o intolerantes a los

carbohidratos que hayan sido tratadas con esquema de inductores de
madurez pulmonar previo a la amniocentesis

. Pacientes a las que se les administren otros inductores de
madurez pulmonar fetal, diferentes a la dexametasona 6 betametasona.

ELIMINACION:

. Diabéticas Tipo 1 o Il

. Pacientes cuyo embarazo no se resolvi6 en el CMN “20 de
Noviembre”.

. Pacientes cuyo embarazo se resuelva antes de la segunda

amniocentesis
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. Pacientes que no acepten la amniocentesis.

VIIl. VARIABLES

INDEPENDIENTES:

 Periodo de tiempo entre cada amniocentesis (48hr) pre y post
administracion de corticoides

DEPENDIENTES:

» Fracciones del perfil de fosfolipidos: Relacién Lecitina/Esfingomielina,
% Lecitina precipitable, %Fosfatidilinositol y % Fosfatidilglicerol
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IX. MATERIALES Y METODO
A. Materiales

Vasos de precipitado de 250mL

Vasos de precipitado de 50 mL

Tubos cénicos

Perilla de seguridad

Pipetas graduadas de 5 mL

Pipetas Pasteur

Pipetas plasticas con perilla

Micropipetas

Cromatofolios de silica gel PL 60F254 0.2 mm. de espesor Merck
Tanqgue de Nitrégeno

B. Equipo

Centrifuga

Parrilla de agitacion
Parilla de calentamiento
Camaras de elusiéon

C. Reactivos

Cloroformo

Metanol

Hidroxido de amonio
Acido acético

Agua destilada
Acetona

Azul de bromotimol
Bicarbonato de sodio
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D. Metodologia

La muestra de liquido amniotico es obtenida por amniocentesis a traves
del personal médico adscrito al Servicio de Medicina Materno Fetal,
posteriormente el método experimental consta de dos etapas, en la primera se
debe hacer una extraccion por el método de Bligh-Dyer y la purificacion de los
fosfolipidos contenidos en el liguido amnidtico y en una segunda etapa se
realiza la identificacion de dichos fosfolipidos con el uso de la cromatografia
bidimensional. Precisando lo anterior a continuacion se menciona la
metodologia.

Una vez obtenido el liquido amniético por Amniocentesis se toma una
alicuota de 10mL y se centrifuga durante 5 minutos a 3000 rpm. Tomar una
alicuota de 5mL se mezcla con 10 mL de metanol y 20 mL de cloroformo; se
coloca en la parrilla de agitacion procurando no derramarse durante 10
minutos. La mezcla obtenida se divide en dos tubos conicos y se centrifuga
durante 10 minutos, posteriormente se separa la fase acuosa de la organica y
esta ultima se coloca en un vaso de precipitado y se evapora en su totalidad
colocando la muestra en bafio maria a 70°C y con co rriente de nitrégeno. El
contenido del vaso de precipitado se disuelve con 3mL de cloroformo y se
traspasa a un tubo cénico marcado como fase precipitable (Fp), y se vuelve a
evaporar hasta sequedad en las condiciones antes mencionadas.
Posteriormente al contenido del tubo conico se le agregan 3uL de cloroformo y
se comienza a precipitar con 3 gotas de acetona fria y después otras 6 gotas y
se agita en un bafo de hielo; cada 5 minutos se agrega 0.50 mL de acetona
fria hasta completar 3 mL. El contenido de este tubo se centrifuga a 2000rpm
durante 2 minutos, se separa el sobrenadante y se coloca en un tubo marcado
como fase soluble (Fs), ambos tubos se evaporan hasta sequedad y a
continuacion se le agrega a cada uno 60 pL de cloroformo para después
realizar la evidenciacion de los fosfolipidos por medio de la cromatografia. Se
cortan los cromatofolios de 10 x10 cm. y se marca con regla un cuadrado
interno con 1.5cm de separacion del borde activandolos posteriormente con
aire caliente. En una esquina con una micropipeta, se coloca 10 puL de muestra
del tubo Fp y se y en contra esquina otros 10 pL y junto a ésta ultima 10 pL de
muestra del tubo Fs y se vuelve a secar con aire caliente. Se coloca la placa
dentro del la camara en el sistema desarrollador No. 1, que contiene una
mezcla de cloroformo, metanol, hidroxido de amonio y agua destilada con una
proporcién de 65:30:2:4 de modo que eluya la primera muestra aplicada,
posteriormente se detiene la elucién, se saca la placa de la cAmara y se seca:
una vez seca se coloca en el segundo sistema desarrollador No. 2 el cual
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contiene una mezcla de cloroformo, metanol, 4cido acético y agua destilada a
una proporcion de 80:25:6:3 se saca de la camara y se seca. Una vez que la
placa esta seca se procede a tefirla con el colorante azul de bromotimol
durante aproximadamente 10 segundos, se saca y se seca para despues
colocarla en el revelador (solucion saturada de bicarbonato de sodio) por 10
segundos aproximadamente. La placa se seca y se procede a observar las
manchas obtenidas, sacar el area de cada una y obtener la proporcién de
lecitina precipitable y soluble, esfingomielina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol,
fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina.
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X. DIAGRAMA DE FLUJO

Diagrama de flujo describiendo la etapa de extraccion y de purificacion
de los fosfolipidos.
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XII RESULTADOS.

Se ingresaron un total de 13 pacientes con diabetes gestacional, a las
cuales se les realizaron dos amniocentesis para determinar el efecto real de los
esteroides como inductores de madurez pulmonar utilizando el perfil de
fosfolipidos en liquido amniético. La edad promedio de las pacientes al estudio
fue de 36.0 afos, la primera amniocentesis para perfil de fosfolipidos
(preesquema) fue de 36 semanas de gestacion, la segunda amniocentesis
(postesquema) se realizo a las 36.4 semanas. Se formaron dos grupos en el
estudio, en el primer grupo se ingresaron 8 pacientes a las cuales se les
administr6 6 dosis de 8 mg de dexametasona como inductor de madurez
pulmonar, en el segundo grupo se ingresaron 5 pacientes en quienes se utilizé
betametasona como inductor, en forma de 2 dosis de 12 mg (grafica 1). Se
realiz6 la cuantificacion del perfil de fosfolipidos posterior a las dos
amniocentesis con los siguientes resultados. Se presentan las determinaciones
cuantitiativas de los fosfolipidos pre y post esquema: relacion L/E 1.68 — 2.25
(pre y post esquema respectivamente); Lecitina precipitable 47 — 55.46;
fosfatidilinositol 18 — 22.0, fosfatidilglicerol 0 — 3.15. (Tabla 1)

Folio Edad | Edad L/E | %L.P | %P.1 | %P.G. | Inductor | L/E | %L.P | %P.1 | %P.G.
Gestacional
060607 | 36 36.1 1.7 | 48 19 - Dexa 1.9 |49 23 -
110607 | 36 36.4 1.6 |45 17 - Dexa 2.0 |54 19 3
150607 | 26 36 1.6 |47 16 - Dexa 2.0 |50 21 3
160607 | 38 36 1.6 |42 9 - Dexa 2.0 |50 23 1
100707 | 39 36.1 1.8 | 47 20 - Beta 2.4 |60 22 3
010807 | 40 35.6 1.7 | 49 20 - Beta 2.1 |53 25 3
060807 | 33 35.6 1.5 |45 17 - Beta 2.6 |51 22 6
040208 | 36 36.1 2.0 |49 20 - Dexa 2.9 | 66 16 8
090308 | 41 36.4 1.7 | 48 18 - Beta 3.1 |63 23 5
070408 | 35 36 1.6 | 48 19 - Dexa 2.3 | 63 24 3
030508 | 32 36 1.6 |47 18 - Dexa 2.0 |50 24 2
050508 | 35 36.1 1.6 |45 18 - Beta 1.9 | 48 23 -
030708 | 42 36.4 1.9 |51 23 - Dexa 2.1 |64 22 4
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Tabla 1 N Media  [Std. Desviacion
EDAD 13 36.08 4.252
SEMANAS DE GESTACION A LA PRIMERA AMNIOCENTESIS 13 35.908 .3796
SEMANAS DE GESTACION A LA SEGUNDA AMNIOCENTESIS 13 36.331 .3987
LECITINA SIN ESQUEMA 13 1.6846 .14051
LECITINA PRECIPITABLE SIN ESQUEMA 13 47.0000 2.30940
FOSFATIDILINOSITOL SIN ESQUEMA 13 18.0000 3.24037
FOSFOGLICEROL SIN ESQUEMA 13 .0000 .00000
INDUCTOR UTILIZADO 13 1.62 .506
LECITINA POSTERIOR A BETAMETASONA 13 2.2538 .39076
LECITINA PRECIPITABLE POSTERIOR A BETAMETASONA 13 55.4615 6.66603
FOSFATIDILINOSITOL POSTERIOR A BETAMETASONA 13 22.0769 2.36155
FOSFOGLICEROL POSTERIOR A BETAMETASONA 13 3.1538 2.26738
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PORCENTAJE

GRAFICO 1. PORCENTAJE DE PACIENTES EN CADA GRUPO
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GRAFICA 2 CORRELACION RELACION L/IE CON FOSFOGLICEROL
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GRAFICA 3 CORRELACION ENTRE RELACION LIE CON FOSFATIDIL INOSITOL
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XIII' ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el estudio fueron sometidos a un andlisis
estadistico utilizando el paquete estadistico SPSS 16.0 para Windows, a todas
las variables cuantitativas se les realizd una prueba de Kolmogorov-Smirnoff
(K-S) para determinar el tipo de distribucion que presentaban, todas las
variables demostraron una distribucién normal con valor p en la prueba K-S
>0.05, por lo que se resumieron en medias y desviaciones estandar.

El objetivo del estudio fue demostrar si existia diferencia en las
determinaciones del perfil de fosfolipidos antes y después de la aplicacion de
un esquema completo de inductores de madurez pulmonar, se realizé una
prueba de t pareada para determinar si la diferencia en las cuantificaciones
tenia una significancia estadistica (valor p < 0.05).

La diferencia promedio en los valores de la relacion L/E antes y después del
esquema fue de 0.56 (IC 95% 0.35 — 0.79) valor p <0.0001. La lecitina
precipitable, presenté una diferencia de 8.46 (5.1 — 11.82) valor p < 0.0001.
Cuando se cuantificaron los valores de Fosfatidilinositol la diferencia fue de 4.1
(1.57 — 6.6) con valor p < 0.004. Las cifras de fosfatidilglicerol previas a la
aplicacion del esquema de inductor de madurez pulmonar, fue 0% en todas las
pacientes, por lo cual no se pudo realizar una prueba de t pareada, y se realiz6
una prueba t para una sola muestra, la cual mostr6 una media en la
concentracion de fosfatidilglicerol de 3.15 (1.78 — 4.52) valor p < 0.0001.

Posterior a probar que el uso de esteroides como inductores de madurez
pulmonar, se quiso determinar si existia diferencia significativa en la
modificacion en el perfil de fosfolipidos entre los medicamentos utilizados en el
estudio, se realiz6 el andlisis con una prueba estadistica de t de student.

Al comparar el efecto de la betametasona en la relacién L/E con respecto al
obtenido con la dexametasona, se realiz0 la prueba de t de student, con un
valor p en la prueba de F de 0.036 por lo que se asumid que las variables
tenian varianzas diferentes, con una diferencia promedio en el efecto de 0.31
(IC al 95% -0.12 a 0.74) valor p 0.14, lo que nos indica que no hubo diferencia
significativa. Al evaluar la diferencia sobre la concentraciéon de la lecitina
precipitable, la betametasona presento una diferencia promedio de -0.43 (-7.7 a
6.8) valor p 0.90, asumiendo varianzas iguales con un valor p en la prueba F de
0.87. En la evaluacion de la diferencia en la cuantificacion del fosfatidilinositol la
prueba F tuvo un valor p de 0.13 (asumiendo varianzas iguales), presentd una
diferencia promedio de 0.52 (-4.9 — 5.95) valor p 0.89. En lo que respecta al
efecto obtenido en el fosfatidilglicerol, la betametasona mostré una diferencia
promedio de 0.4 (-2.5 — 3.3) valor p de 0.72 cuando se compar6 con el efecto
mostrado con el uso de la dexametasona asumiendo varianzas iguales en la
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prueba F con valor p de 0.85, sin obtener una diferencia significativa en la
modificacion del perfil de fosfolipidos al comparar los medicamentos.

Se evaluaron los resultados entre la relacion L/E y el fosfatidilglicerol
posterior al esquema para determinar la correlacién entre las dos variables, se
calculd coeficiente de correlacion de Pearson el cual fue de 0.81, lo que nos
indica que un cambio en la relacion L/E reflejard& un cambio en el
fosfatidilglicerol en forma directamente proporcional (gréafica 2).

De la misma manera se evalué la correlacion entre los resultados en la
relacion L/E y la concentracion de fosfatidilinositol mediante un coeficiente de
correlacion (Pearson) la cual mostré una correlacion inversa al resultar de -
3.42, no alcanzando significancia estadistica con un valor de p de 0.24 (gréfica
3).
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XIV CONCLUSIONES

Se concluye que ambos inductores presentan un efecto favorable post
aplicacion ya que tanto la betametasona como la dexametasona
incrementaron los valores de la relacion L/E, lecitina precipitable,
fosfatidilinositol y fosfatidilglicerol.

La utilizacion de los medicamentos esteroideos como inductores de la
madurez pulmonar fetal de una paciente que cursa con diabetes
gestacional si modifica el perfil de fosfolipidos.

Al considerar que en el perfil de fosfolipidos los parametros mas
significativos que indican madurez pulmonar fetal son la relacién L/E y el
Fosfatidil glicerol se determina que la aplicacion de un esquema de
inductor como indicativo de madurez pulmonar incrementa en promedio
0.56 con un incremento minimo de 0.35 y maximo de 0.79. asi mismo el
incremento mostrado en el fosfatidil glicerol post aplicaciéon del inductor
es de 3.5% con un incremento minimos de 1.78% y un maximo de
4.52%.

Al comparar el efecto de la Betametasona y la Dexametasona en la
modificacion del perfil de fosfolipidos se concluye que estadisticamente
no existe diferencia significativa entre uno y otro, para mostrar diferencia
se necesitaria incrementar el numero de pacientes a 150 en cada grupo
para tener diferencia significativa.

Por ultimo se concluye que la hipétesis nula no se rechaza.
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