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1. ANTECEDENTES

Los microndcleos (MN) son fragmentos o0 cromosomas completos que
espontdneamente o por causa de agentes clastogenos o aneuploidégenos,
guedan fuera del nucleo en mitosis (Figura 1).

En humanos, los MN son removidos de la circulacién principalmente por el bazo.
Sin embargo, en los recién nacidos pretérmino (RNP), estas estructuras pueden
ser observadas en los eritrocitos de sangre periférica, si bien, estos tienden a
disminuir con el paso de los dias al madurar el infante. Los RNP presentan un
sistema de defensa antioxidante inmaduro por lo que son mas susceptibles al
estrés oxidativo, promovido por el mayor manejo postnatal que requieren, como la
oxigenoterapia y la fototerapia. El oxigeno; en altas concentraciones y presiones,
puede resultar toxico, incrementa el estrés oxidativo y esta asociado con diversas
alteraciones. Se ha demostrado recientemente mediante un ensayo cometa dafio
al ADN de leucocitos de infantes a término, expuestos a fototerapia; con lo que
surge la pregunta de si la fototerapia y la oxigenoterapia por tiempo de exposicion,
es capaz de dafar el material genético de los RNP. En el presente se estudiaran
muestras de sangre periférica de RNP de entre 26-36 semanas de gestacion,
expuestos a fototerapia y oxigenoterapia mediante diferentes tipos de lamparas y
diversos tipos de apoyo ventilatorio, tomadas a diferentes tiempos a partir del
tiempo de exposicién y se contaran los eritrocitos micronucleados (EMN) para
dafio acumulado y los eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMN), que
nos reflejan el dafio inmediato tras la exposicién de la fototerapia y oxigenoterapia.



2. MARCO TEORICO

En humanos los EMN son removidos de la circulacion principalmente por el bazo,
como parte del sistema reticuloendotelial [Corazza et al., 1990]. Sin embargo, en
los RNP estas estructuras pueden ser observadas en eritrocitos de sangre
periférica [ZUniga-Gonzéalez et al., 2001, Batista-Gonzalez et al., 2006], si bien,

estos tienden a disminuir con la edad [Zufiga-Gonzalez et al., 2001b].

Los sistemas de defensa antioxidantes de los recién nacidos que nacen a término
se expresan con un mayor grado de maduracion y se adaptan a mayores
concentraciones de oxigeno, siendo lo contrario en RNP, quienes presentan un
sistema de defensa antioxidante inmaduro que los hace susceptibles al dafio que
producen especies reactivas de oxigeno, generadas en el periodo de transicion
fetal a neonatal [Buhimschi et al., 2003, Ledo et al., 2009], por lo que son mas
susceptibles al estrés oxidativo, promovido por el mayor manejo postnatal que
requieren, como es el caso del uso de nutricion parenteral, procedimientos
invasivos, el uso de medicamentos [Mancilla 1992, Baltimore 1998, Ledo et al.,
2009], asi como de terapias con oxigeno y luz o fototerapia, esta Ultima, en
prematuros con ictericia basicamente multifactorial, [Aycicek et al., 2007, Aycicek
et al.,, 2008].

El oxigeno, en concentraciones mayores al 50%, puede resultar toxico [Speit et al.,
2002], con cambios en sistema nervioso [Korkmaz et al.,, 2008], aparato
respiratorio (displasia broncopulmonar) [Weinberger et al., 2002, Oter et al., 2005]
y en retina [Cunningham et al., 2000, Weinberger et al., 2002].

Estudios comparativos realizados en neonatos con asfixia perinatal, que requieren
resucitacion y concentraciones altas con oxigeno (100%), demuestran un mayor
incremento en la mortalidad neonatal. Con dafio organico especifico a miocardio,

riion, cerebro y pulmén. Entre los factores asistenciales asociados a mayor



causalidad es el uso indiscriminado de oxigeno y mayor tiempo de reanimacion
[Vento et al., 2003, Saugstad et al., 2006].

En las alteraciones histolégicas y hematologicas se han descrito los siguientes
cambios: Mayor intercambio en cromatides hermanas en linfocitos humanos [Eken
et al., 2005, Duydu et al., 2006], incremento de MN en cultivos de células V79
[Rothfuss 1999], esto se cree secundario al desequilibrio que produce la mayor
produccion de radicales libres como respuesta a la desmedida oxigenacion. [Eken
et al., 2005, Duydu et al., 2006, Oter et al., 2007].

Podria este dafio ser temporal, demostrado recientemente en recién nacidos a
término expuestos a fototerapia y valorados de nuevo en la etapa preescolar
mediante el intercambio de cromatides hermanas, no demostrado aun en

prematuros [Hasan Kahveci 2013].

Retomando los estudios de Aycicek et al., (2008), mediante el ensayo cometa que
demostré dafio al DNA de leucocitos de neonatos a término expuestos a
fototerapia, secundario a rompimientos cromosémicos [Rothfuss et al., 1999], que
invariablemente dan origen a la formacion de MN, proponemos la realizacion de

frotis sanguineos de RNP que son sometidos a terapia de oxigeno y fototerapia.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con esto, surge la pregunta de si la fototerapia y oxigenoterapia, utilizado por
mayor tiempo de exposicion a RNP, pueden dafiar el material genético,
ocasionando ruptura cromosomica y generando MN.

Por lo anterior, en el presente realizaremos un estudio de la posible genotoxicidad
de las lamparas utilizadas para fototerapia y los diferentes tipos de apoyo
ventilatorio (oxigenoterapia), siendo los mas comunmente utilizados la intubacion
orotraqueal en sus diferentes modalidades, casco cefalico, mascarilla facial con
reservorio y puntas nasales, en el servicio de Neonatologia del Hospital Infantil de
México en muestras de sangre periférica de RNP mediante la prueba de MN.



4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La fototerapia y oxigenoterapia utilizada en RNP, pueden dafiar el material

genético, ocasionando ruptura cromosémica y generando MN?
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5. JUSTIFICACION

El incremento en la produccion de radicales libre produce rompimientos
cromosOmicos y estos a su vez se convierten en MN, estos rompimientos estan
relacionados con las enfermedades como el desarrollo de cancer, entre otras, por

el dafio que se ocasiona al material genético del paciente.

Se ha demostrado que exposiciones a oxigeno inhalado a concentraciones
mayores de la ambiental, producen incremento de radicales libres, lo mismo que la
exposicibn a fototerapia, esta Ultima incluso incrementa el dafio al ADN de
leucocitos de nifios a término y los MN en RNP. Por lo que es importante conocer
si la fototerapia y oxigenoterapia, pudieran incrementar los EMN de RNP

expuestos a este manejo.
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6. OBJETIVOS

Objetivo general:
e Identificar el dafio al ADN (rompimientos cromosémicos y generacion de
MN) de RNP hospitalizados en la Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales del Hospital Infantii de México Federico Gomez, que son

expuestos a terapias de oxigeno y luz.

6.1 Objetivos especificos:
¢ |dentificar genotoxicidad por exposicion prolongada de oxigenoterapia (>2

dias) en pacientes gravemente enfermos.
e Identificar genotoxicidad en el uso de fototerapia intensiva (fototerapia

simple o doble fototerapia mayor a 24 horas) en pacientes gravemente

enfermos.

12



7. HIPOTESIS

La luz de las lamparas para fototerapia, y la terapia con oxigeno utilizadas en el
servicio de Terapia Intensiva de Neonatologia, incrementan significativamente el
numero de EMN en la sangre periférica de RNP expuestos a fototerapia intensiva
y oxigenacion prolongada derivado de la terapéutica empleada necesaria para el

restablecimiento de su salud.
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8. METODOS

Para la realizacion del presente se captaron muestras de sangre de RNP, previo
consentimiento informado de los padres. La primera muestra de sangre se obtuvo
en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales al utilizar oxigenoterapia o
fototerapia en el RNP y posteriormente a las 24, 48, 72, y 96 horas de vida segun
se requiera en el tratamiento del paciente. La seleccién de los nifios fue de RNP
entre las 26 y 36 semanas de vida y expuestos a terapia de luz y terapia de

oxigeno en diferentes modalidades.

La primera muestra se consideré el valor basal de EMN espontaneos con los que
los RNP nacen. Las posteriores muestras fueron tomadas cada 24 horas
aprovechando que estos pacientes son muestreados periédicamente para valorar
gases arteriales y glucosa, siempre que esto sea posible, con la ventaja de evitar
una puncién al paciente y poder asi recuperar una gota de sangre para la
elaboracion del frotis. Las muestras se agruparon con fototerapia y con terapia de
oxigeno, para su posterior comparacion. Se recabaron también informacién
respecto al tiempo de exposicion a fototerapia y oxigenoterapia a la que estuvo
expuesto el RNP, esto dependiendo de la patologia de base y en el caso de la
fototerapia segun los valores de bilirrubinas para su edad y peso, y en la
oxigenoterapia dependiendo de los gases arteriales, datos de dificultad
respiratoria que condicionen al prematuro a requerimientos de oxigeno en

diferentes modalidades y a diferente fraccién de oxigeno inspirada (FiO5).

Las muestras fueron obtenidas del Departamento de Neonatologia del Hospital
Infantii de México “Federico Gémez”. Los datos prenatales, neonatales y
diagnostico de los RNP fueron obtenidos del expediente, realizando una base de
datos en la cual tomamos en cuenta la edad de nacimiento segun la escala
internacional de Ballard o Capurro, antecedentes heredo-familiares de
importancia, antecedentes perinatales, estado del paciente al nacimiento,

tratamiento durante su estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital
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Infantil de México, Federico GoOmez, laboratoriales tomados al inicio de su

tratamiento y especificacion de la terapia de oxigeno y de luz utilizada.

Para la aplicacion de la terapia con luz se utilizo la lampara Drager Photo-Therapie
8000 Heraeus (Germany) con Id 55002870 y numero de Serie (9409010), con
requerimiento de 230 watts y 60 Hz, cuenta con 2 lamparas con luz azul de 1.7 A.
La distancia de la luz con la piel del recién nacido es de aproximadamente 50-70
cm, con un tiempo de exposicion variable, aproximadamente 6-8 horas y con toma
de controles séricos de bilirrubinas para valorar el continuar con la fototerapia o la

suspensién de la misma.

Para la terapia de oxigeno se realiz6 una valoracion clinica y radiolégica del RNP
y se realizaron muestras de gases arteriales para valorar el dispositivo de oxigeno
a utilizar, ademas segun los patrones de ventilacion y oxigenacion se va

modificando la fraccién inspirada de oxigeno en caso que se requiera.

Se realizaron 2 frotis de sangre en portaobjetos limpios de cada RNP en cada
toma, a manera de tener un duplicado por si se tuviera algan problema con el

analisis de la muestra.

a) Preparacion de muestras: Las laminillas se dejaron secar a temperatura
ambiente y se fijan en etanol absoluto por 10 min. La tincién se realizo con

anaranjado de acridina [Zufiga-Gonzalez 2003], para su analisis.

b) Andlisis de muestras. El analisis de las muestra se realiz6 con un
microscopio equipado con epifluorescencia, mediante el objetivo 100x. Los
parametros contados fueron, eritrocitos policromaticos (EPC) en 1,000
eritrocitos totales (ET), EMN en 10,000 ET vy eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPCMN) en 1,000 EPC. Todas las laminillas fueron
codificadas previamente y el lector desconocio la informacién de origen de

las muestras (Figura 2).
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El ndmero de EMN permite determinar el dafio acumulado, mientras los EPCMN
reflejan el dafio en las Ultimas 24 a 48 horas (ya que los policrométicos se tifien
diferencialmente con esta tincién y se vuelven normocromaticos al paso de 24
horas), y como control del sistema, para determinar si la terapia se vuelve
citotoxica, se determina la proporcion de EPC en todas las muestras. (Figura 3 'y
4).

Se realiz6 el muestreo consecutivo al momento de ser manejado con la terapia de
oxigeno y luz en el cual se reclutaron los pacientes que cumplieron los criterios de

inclusion.
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9. POBLACION DE ESTUDIO

RNP que ingresaron a la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales y que
requirieron para el restablecimiento de su salud cuidados intensivos, con terapia
de oxigeno en diferentes modalidades y con variedad en la fraccion inspirada de
oxigeno por minuto y terapia con luz para disminuir la cantidad de bilirrubina con el
objetivo de evitar los efectos secundarios ya descritos en la literatura médica.

Se muestrearon pacientes RNP con edad gestacional comprendida entre 26 y 36

semanas de vida (Figura 5y 6).

Grupo | (estudio): RNP que requieran para el restablecimiento de su salud
oxigenoterapia prolongada.
- Ingreso a la Unidad de cuidados intensivos neonatales.
- Oxigenoterapia en cualquiera de su modalidades y una fraccién inspirada
de oxigeno >28% mayor a 48 horas.

Grupo Il (estudio): RNP que requieran para el restablecimiento de su salud el uso
de fototerapia intensiva.
- Ingreso a la Unidad de cuidados intensivos neonatales.

- Fototerapia intensiva (>48 horas con fototerapia simple o doble fototerapia).

Grupo Il (estudio): RNP que requieran para el restablecimiento de su salud el uso
de fototerapia intensiva y oxigenoterapia prolongada.

- Ingreso a la Unidad de cuidados intensivos neonatales.

- Fototerapia intensiva y oxigenoterapia prolongada en pacientes gravemente

enfermos, necesarios para el restablecimiento de su salud.

17



10. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 una base de datos con la informacién recabada y con los resultados

obtenidos y se analizaron en el programa SSPS, de la siguiente manera:

Estadistica descriptiva con célculo de frecuencias simples, porcentajes,
medidas de tendencia central y dispersion (mediana y rango o amplitud), de
los resultados obtenidos al analizar las muestras sanguineas mediante el
conteo de los parametros considerados. Se hizo un vaciado de la
informacion recabada a través del cuestionario y expediente clinico, asi
como el tratamiento utilizado tanto de la terapia de luz y de oxigeno por
tiempo de exposicion. Se valoraron las comorbilidades de cada paciente
lograndose identificar grupos de riesgo como los hijos de madre diabética,
los tratados con &cido félico y eritropoyetina (EPO) los cuales pueden
modificar la cantidad de EMN y EPC.

Andlisis estadistico con T de Student para muestras independientes:

Prueba de Levene para igualdad de varianzas.

18



11. DESCRIPCION DE VARIABLES

Variables independientes:

Fototerapia intensiva.

Oxigenoterapia prolongada.

Variables dependientes

- Hallazgos del nimero de MN en cada observacion.

Cuadro de definicion de variables:

Variable

Definiciéon conceptual

Definicion
operacional

Tipo de
variable

Escalade
medicioén

Micronucleos

Fragmentos o cromosomas completos
gue espontdneamente o por causa de
agentes clastégenos o]
aneuploidégenos, quedan fuera del
nucleo en mitosis.

Los valores

Continua y
de Razon

Nominal

Edad gestacional

indice Ponderal

Periodo de tiempo comprendido entre la
concepcion y las semanas 24 a 36.

Hipotrdéfico o eutrofico.

Peso y Talla

Categoérica

Ordinal

Genero

Masculino o Femenino

Sexo

Categorica

Nominal

Tipo Reanimacion

Reanimacién habitual o en caso de
Apgar bajo reanimacién cardiopulmonar
avanzada.

Reanimacioén

Categoérica

Nominal

Sepsis Neonatal

Se define como un Sindrome de
Respuesta  Inflamatoria  Sistémica
(SRIS) como resultado de infeccion
durante el primer mes de vida
extrauterina.

Sepsis

Categérica

Nominal

Nutricion
Parenteral (NPT)

Suministro de carbohidratos, proteinas,
grasas, vitaminas, minerales vy
oligoelementos que se aportan al
paciente por via intravenosa.

Dias de NPT

Categoérica

Ordinal

Modalidad de
Ventilacién

Oxigeno administrado al RNP para
mantener una adecuada Ventilacion y

oxigenacion. Controlada (VC), asistida-controlada (A/C),
ventilacién mandatoria intermitente (IMV), ventilacién mandatoria
intermitente sincrdnica (SIMV) y presién positiva de soporte (PPS)

Oxigenacién

Categoérica

Ordinal

Morbilidad

Prevalencia e Incidencia de alguna
enfermedad en un espacio y un tiempo.

Diagnéstico

Categoérica

Ordinal

Tipo de
Tratamiento

Tratamiento requerido para el RNP:
Quirdrgico, Médico o Ambos.

Tratamiento

Categorica

Ordinal

AlbUumina

Proteina principal que se encuentra en
gran  proporcion en el plasma

Niveles de
alblmina

Categorica

Nominal

19



http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Plasma_sangu%C3%ADneo

sanguineo, valora desnutricion.

Lapso de tiempo que transcurre desde

Sobrevida el tratamiento de una enfermedad hasta | Vida o muerte | Categérica Nominal
la muerte.
Fraccion Inspirada | Es la concentracion o proporcion de Cantidad de Cateabrica Ordinal
de Oxigeno (FiO,) | oxigeno en la mezcla del aire inspirado. FiO, 9
Administracién de apoyo ventilatorio en
Oxigenacion cualquier modalidad con una FiO, igual | Oxigenoterapia | Continua Nominal
0 mayor al 28%.
Trastorno que se caracteriza en la Niveles de
Hiperbilirrubinemia | elevacion de los niveles de bilirrubinas " : Categoérica Ordinal
. Bilirrubina
>270 mosm/L determinadas en sangre.
Fototerapia Apllcqmon d.e Iu.z' b'af‘ca 0 azul para Fototerapia Categorica Nominal
manejo de hiperbilirrubinemia.
Cantidad de tiempo en horas a las que
Horas de . . . .
; fue expuesto el RNP para manejo de la Tiempo Continua Ordinal
Fototerapia hi e ) .
iperbilirrubinemia.
Tipo Incremento de bilirrubinas en sangre Factor Cateqérica Nominal
Hiperbilirrubinemia | por factor: Multifactorial o Hemolitico secundario 9
Niveles de Cantidad que disminuye o incrementan
incrementos o las  bilirrubinas en un tiempo Niveles de ‘s .
; . " ! Categoérica Nominal
decremento de determinado ya con manejo de Bilirrubina
bilirrubinas fototerapia.
Riesgo sumatorio Clasm(_:auon _del . paciente  segun Diagnésticos Categoérica Ordinal
tratamiento y diagnostico.
. . - Requerimiento
- Sepsis con hipotension. Trastornos en - .
Choque séptico - de volumen o Categorica Nominal
la perfusion. X
aminas
Compuestos quimicos orgénicos que se
consideran como  derivados  del
Aminas amoniaco y resultan de la sustitucion Tratamiento Categorica Nominal
de los hidrogenos de la molécula por
los radicales alquilo.
Sustancia quimica producida por un ser
Antibibticos vivo o .derlvada sintética que impide el Tratamiento Categorica Nominal
crecimiento de ciertas clases de
microorganismos sensibles.
Proteina de la sangre que transporta el
Hemoglobina oxigeno desde los érganos respiratorios Cantidad Categoérica Nominal
hasta los tejidos.
. Porcentaje del volumen total de la . - .
Hematocrito p . Porcentaje Categorica Nominal
sangre compuesta por glébulos rojos.
Clasificacion de la sangre de acuerdo
Grupo Sanguineo con las caracteristicas presentes 0 no Tipo Categérica Escala

en la superficie de los glébulos rojos y
en el suero de la sangre.
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12. RESULTADOS

Se obtuvieron 39 muestras de 17 RNP, de entre 26 a 34 semanas de gestacion:

de 26 semanas 1, de 27 semanas 2, de 28 semanas 4, de 29 semanas 1, de 30

semanas 3, de 32 semanas 1, de 33 semanas 3 y de 34 semanas de gestacion 2.

(Tabla 1).

Poblacién de estudio (17 RNP)

Género SDG EMN EPC | EPCMN
Femenino 26 semanas 3 14 3
Masculino 27 semanas 0 0
Femenino 27 semanas 3 0
Masculino 28 semanas 0 4 1
Femenino 28 semanas 3 35 1
Masculino 28 semanas 8 23 2
Femenino 28 semanas 13 3
Masculino 29 semanas 3 1
Masculino 30 semanas 11 13 3
Masculino 30 semanas 7 38 1
Femenino 30 semanas 19 26 1
Femenino 32 semanas 7 25 2
Masculino 33 semanas 6 40 3
Femenino 33 semanas 8 11 4
Femenino 33 semanas 4 3 0
Femenino 34 semanas 3 7 1
Masculino 34 semanas 8 22 0

Promedio 6.23 16.52 1.52
DE +485|+12.76| +1.28

Tabla 1. Poblacion de estudio, muestras basales de EMN, EPC, EPCMN.

Los promedios de las muestras basales de los 17 pacientes fueron los siguientes:
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EMN EPC | EPCMN

Promedio | 6.23 16.52 1.52

DE +485|+12.76 | +1.28

Tabla 2. Promedios de EMN, EPC, EPCMN de RNP

Lo cual muestra una vez mas, que los RNP (que son nifios inmaduros), presentan

MN en sus eritrocitos.

No encontramos dafio por exposicion a terapia de luz con este tipo de lamparas y
tampoco dafio por exposicidn a oxigeno. La cantidad de MN no fue significativa,
sin embargo no es factor para descartar el dafio ya antes descrito en otros
estudios, por lo cual es importante continuar la investigacion futura y seguir

estudiando la genotoxicidad de ambos tratamientos.

En la base de datos realizada se encontraron comorbilidades importantes en los
RNP, dentro de las cuales destacan ser hijos de madre diabética lo cual
incrementa los radicales libres, haber sido tratados con &cido félico el cual ha
demostrado ser un protector para el feto y la Eritropoyetina (EPO) la cual se ha
visto involucrada en la eritropoyesis; la importancia de esto es que se logro

observar en estos pacientes incremento de EMN y EPC.

Considero que la informacion que existe respecto a EMN en RNP es muy poca y
definitivamente se concreta a los trabajos que hemos realizado incluyendo el
presente, por lo que es mi intencién dar a conocer esta informacién y al mismo
tiempo poner en perspectiva la utilidad que puede llegar a tener en un futuro

préximo.

A continuacion se describen en tablas los grupos de RNP hijos de madre
diabéticas, tratados con acido folico y con EPO haciendo una comparacion con los
que no tuvieron este mismo manejo con la finalidad de ver la proporcion y los
promedios de los EMN y EPC.
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RNP con Madres Diabéticas

RNP con Madres No diabéticas

Geénero SDG EMN Basal Geénero SDG EMN Basal
Masculino | 30 semanas Masculino | 26 semanas 3
Femenino | 30 semanas Masculino | 27 semanas 3

Femenino | 27 semanas 0

Promedio Femenino | 28 semanas 3
DE + 8.48 Masculino | 28 semanas 0
Femenino | 28 semanas 8

Masculino | 28 semanas 13

Masculino | 29 semanas 3

Femenino | 30 semanas 11

Femenino | 32 semanas 7

Masculino | 33 semanas 6

Femenino | 33 semanas 8

Femenino | 33 semanas 4

Masculino | 34 semanas 3

Femenino | 34 semanas 8

Promedio 5.33
DE +3.79

RNP Tratados con Eritropoyetina

Tabla 3. Promedios de EMN en RNP con madres diabéticas y sin diabetes.

RNP sin Eritropoyetina

Género SDG EMN EPC Género SDG EMN EPC
Basal Basal Basal Basal
Masculino 28 8 23 Femenino 26 3 14
semanas semanas
Masculino 30 7 38 Masculino 27 0 7
semanas semanas
Femenino 30 19 26 Femenino 27 3 3
semanas semanas
Masculino 28 0 4
semanas
Promedio 11.33 29 Femenino 28 3 35
semanas
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DE +6.65| £7.93 Femenino 28 13 5
semanas
Masculino 29 3 5
semanas
Masculino 30 11 13
semanas
Femenino 32 7 25
semanas
Masculino 33 6 40
semanas
Femenino 33 8 11
semanas
Femenino 33 4 3
semanas
Femenino 34 3 7
semanas
Masculino 34 8 22
semanas
Promedio 5.14 13.85
DE +3.86 | £12.13

Tabla 4. Promedios de EMN y EPC en RNP tratados con/sin EPO

RNP tratados con Acido félico

Género SDG EMN Basal | EPC Basal
Femenino 28 semanas 3 35
Masculino 28 semanas 0 4
Femenino 33 semanas 4
Femenino 34 semanas 3 7

Promedio 2.5 12.25
DE +1.73 +15.26

Tabla 5. Promedios de EMN y EPC en RNP tratados con acido félico
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RNP sin Acido félico

Geénero SDG EMN EPC | EPCMN
Femenino | 26 semanas 3 14 3
Masculino | 27 semanas 0 7 0
Femenino | 27 semanas 3 3 0
Femenino | 28 semanas | 13 5 3
Masculino | 29 semanas 3 5 1
Masculino | 30 semanas | 11 13 3
Femenino | 32 semanas 7 25 2
Masculino | 33 semanas 6 40 3
Femenino | 33 semanas 8 11 4
Masculino | 34 semanas 8 22 0

Promedio 6.2 14.5 1.9
DE +4.02 | +£11.54 | +1.52

Tabla 6. Promedios de EMN y EPC en RNP sin 4cido félico

RNP tratados con Acido félico/Eritropoyetina

Genero SDG EMN Basal | EPC Basal
Femenino | 28 semanas 3 35
Masculino | 28 semanas 8 23
Masculino | 28 semanas 0 4
Masculino | 30 semanas 7 38
Femenino | 30 semanas 19 26
Femenino | 33 semanas 4 3
Femenino | 34 semanas 7

Promedio 6.28 19.42
DE +6.21 +14.75

Tabla 7. Promedios de EMN y EPC en RNP tratados con &cido félico y EPO

25



Andlisis estadistico con T de Student para muestras independientes: Prueba de
Levene para igualdad de varianzas.

Descripcion N | Media|Valor| P |
RNP Madre diabética 2 | 5.33 | EMN | 0.060 NS
RNP Madre no diabética 15| 13 EMN

RNP tratado con acido félico | 7 | 1.42 | EMN | 0.084 NS

RNP sin acido foélico 10| 6.2 EMN
RNP tratado con EPO 3 | 13.85 | EPC | 0.416 NS
RNP sin EPO 14 29 EPC

Tabla 8. Andlisis estadistico por grupos. NS (No significativo).

Al realizar el andlisis estadistico no se encontrd significativo, el numero de
pacientes que cumplieron con todos los criterios de inclusion fue de 17, siendo una
muestra pequefia, aunque los promedios de EMN y EPC son los esperados para
cada uno de los grupos, lo cual es una pauta para continuar el estudio hasta

alcanzar una muestra mayor.

Como resultado del presente podemos también observar que obtener la frecuencia
de EMN puede ser de gran utilidad, ya que se relaciona con varios de los
parametros que son considerados en el trayecto de la hospitalizacion de un RNP.
Ademas, aporta nueva informacién que puede ayudar para entender mejor los
efectos buenos o malos que se tienen sobre el ADN de estos infantes, por el

multimanejo al que son expuestos.
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13. DISCUSION
Oxigenoterapia y Fototerapia:

En este estudio no se observaron cambios significativos en los niveles de EMN o
EPCMN cuando los pacientes fueron expuestos a la terapia de oxigeno en sus
diferentes variantes ni cuando se expusieron a fototerapia, tomando en cuenta que
solo se utilizé un tipo de lampara y con luz azul. En un trabajo previo, tampoco se
pudo demostrar incremento de EMN o EPCMN en los pacientes expuestos a
oxigenoterapia, la cual tiene interés desde el punto de que es conocido sus
efectos adversos bajo ciertas condiciones y concentraciones, por ejemplo se
conoce que las cdmaras hiperbaricas pueden incrementar los niveles de EMN, y
gue en terapias de resucitacion de RNP, concentraciones altas de oxigeno pueden

ocasionar dafos a los nifios, ya mencionados previamente.

Por otro lado, en el estudio previo, si fue observado el efecto genotoxico de la
fototerapia, el cual incrementé los valores de EMN y EPCMN al paso del tiempo,
esto es a mayor tiempo de exposicion del paciente, mayor numero de ambos
parametros [Zufiga-Gonzalez et al., 2012]. Este punto resulta muy importante de
comentar ya que en dicho trabajo los pacientes fueron expuestos a fototerapia,
pero utilizando lamparas dicroicas que fueron colocadas a 70 cm del RNP, con
intensidad de 525 luxes (longitud de onda de entre 400- 760nm) y lamparas
fluorescentes (4 tubos) colocados también a 70 cm, con intensidad de 1850 luxes
(longitud de onda de entre 400-550 nm) (Zufiga-Gonzalez et al., 2012). En el
presente trabajo, el tipo de lampara utilizado fue diferente y la fototerapia consistié
en lamparas de luz azul Drager Photo-Therapie 8000 Heraeus (Germany) con Id
55002870 y numero de Serie (9409010), con requerimiento de 230 watts y 60 Hz,
cuenta con 2 lamparas con luz azul de 1.7 A. La distancia de la luz con la piel del
recién nacido fue de aproximadamente 50-70 cm. La diferencia importante parece
ser el tipo de luz empleada. Y el hallazgo es muy importante ya que cuando
concluimos el trabajo previo ya comentado, surgieron preguntas respecto a si
todas las lamparas podian producir dafio a los RNP, si solo algunas o si

encontrariamos diferencias de lampara a lampara. Con los resultados del
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presente, si bien el tamafio de la muestra no permite concluir de forma
contundente, si nos abre un panorama alentador respecto a las preguntas
originales que nos hicimos y queda obligado el continuar un estudio comparativo
en igualdad de condiciones para dilucidar si este hallazgo podria hacernos
identificar lamparas que no producen dafio a los RNP, como parece ser el caso, ya
que en ninguno de los pacientes se ve incremento de EMN o EPCMN en las
muestras seriadas con la exposicion a fototerapia con este tipo de lamparas en
especifico. Aun y cuando el tamafio de muestra resulta pequefio debido a que se
tuvieron que excluir pacientes por muerte temprana y trasfusion de hemoderivados
durante el muestreo, por comparacion con estudios previos, los valores obtenidos
reflejan la informacion esperada, lo que nuevamente nos da confianza en nuestros

datos y resultados, por ejemplo:
Diabetes:

Sabemos que las mujeres diabéticas producen mayor cantidad de radicales libres
qgue las mujeres no diabéticas, y que los radicales libres pasan la barrera
placentaria y que pueden producir rompimientos cromosémicos que a su vez se
pueden convertir en MN, razén por la cual las mujeres diabéticas tienen mayor
probabilidad de procrear a un hijo con algun tipo de anormalidad [Batista-Gonzélez
et al.,, 2006] En el presente trabajo valorando las diversas comorbilidades de los
pacientes, cuando separamos las dos muestras de los RNP hijos de madre
diabética encontramos que promediaron 13 EMN (EMN Basal 7 y 19), mientras las
de los 15 RNP restantes promediaron 5.33 EMN, con lo que se ve el efecto
descrito previamente (dafio acumulado) y con lo que podriamos interpretar como

gue la madre diabética resulta potencialmente teratdgena para su feto (Tabla 3).
Eritropoyetina:

Se ha descrito que para hacer méas sensible la técnica de MN podria ser utilizando
aceleradores de la mitosis, particularmente se ha descrito el uso de eritropoyetina
(EPO) la cual induce la multiplicacion de los eritroblastos favoreciendo la

eritropoyesis en médula 6sea, demostrado en un estudio en ratones a los cuales
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se les administro 1,1-dimetilhidracina (DMH) con previa administracion de EPO y
en el cual se observd mayor incremento de MN [Suzuki-Yuji et al.,, 1989]; asi
también se ha utilizado el cobalto para aumentar la division celular y asi ver
amplificado el efecto de los MN. En el presente trabajo, al separar las 3 muestras
de los RNP que fueron tratados con eritropoyetina (EMN Basal 8, 7, 19)
promediaron 11.33 EMN, mientras las 14 muestras restantes promediaron 5.14
EMN, de igual manera la proporcion de EPC se ve incrementada con la EPO como
era de esperarse, ya que estos como se habia comentado previamente son los
eritrocitos jovenes recién salidos de la médula 6sea (EPC basal 23, 38, 26) con un
promedio de 29, contra un promedio de 13.8 EPC en los que no recibieron
tratamiento con EPO (Tabla 4 y 5).

Acido folico:

Cuando consideramos la ingesta de la madre de &cido félico en su control
prenatal, también los resultados fueron los esperados. Sabemos por trabajos
previos que el acido félico, por ser un antioxidante importante y ademas por estar
involucrado en la biosintesis del ADN, puede tener efecto protector sobre el feto
disminuyendo los valores de EMN [Zufiga-Gonzalez et al., 2007]. En el presente
trabajo, eliminando los pacientes hijos de madre diabética, los tratados con EPO o
los que hayan sido transfundidos, obtuvimos 4 casos de hijos de madres que
tomaron &cido folico durante la gestacion, los cuales dan un promedio de 2.5 EMN
contra 6.2 EMN de las 10 muestras basales de los hijos de madres que no
tomaron acido fdlico, con lo cual podemos deducir que efectivamente existe
disminucién en los EMN secundario al efecto protector del acido folico (Tabla 6 y
7).

Bilirrubinas:

Se consideré el valor de las bilirrubinas ya que algunos autores proponen que
estas pudieran tener efectos antioxidantes o influir en valores de EMN [Aycicek et
al., 2007, Aycicek et al., 2008]; sin embargo, en el presente no se observé ninguna

relacion de aumento o disminucion de los EMN o EPCMN por la concentracion de
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bilirrubinas. Las bilirrubinas de los RNP se obtuvieron en miligramos por decilitro
(mg/dl) realizando la conversion a micromoles por litro (mmol/l), asi como también
se valoro el indice de incremento o decremento con controles de bilirrubinas por
horas de exposicion a la fototerapia, pero en ninguno se logré evidenciar

incremento de EMN por exposicion a este tipo de luz.
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14. CONCLUSION:

Los EMN son relacionados con la inmadurez y posiblemente si llegamos a
entender los factores que influyen en su variacion, se pueda llegar a considerar
como una herramienta muy util para identificar a los RNP mas inmaduros y con
mayores comorbilidades; independientemente de su edad gestacional y con el
objetivo de poder ofrecer un tratamiento eficaz e incluso valorar la posible terapia
con antioxidantes para disminuir el dafio al ADN y retrasar la aparicion de los
radicales libres que hasta el momento sabemos que se encuentran implicados en

diversas patologias.

Con el muestreo realizado, los resultados sugieren que las ldmparas de luz azul
utilizadas en el Departamento de Neonatologia del Hospital Infantil de México, no
incrementan los EMN o EPCMN, como se ha observado con otras lamparas. De

igual manera no se demuestra dafio inducido por terapias de oxigeno.

Ser hijo de madre diabética incrementa el riesgo de rompimientos cromosémicos
por lo cual incremento en la cantidad de EMN, el acido félico es un antioxidante
importante involucrado en la biosintesis del ADN, puede tener efecto protector
sobre el feto disminuyendo los valores de EMN. La EPO es un acelerador de la

mitosis e inductor de la eritropoyesis demostrado por el incremento de EPC.

El objetivo principal es continuar el estudio de los micronucleos y en particular con
los RNP, ya que estos pacientes se encuentran expuestos a multimanejos; por lo
que es de suma importancia comprender mejor los efectos que se tienen sobre el

ADN de estos infantes.
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15. CRONOGRAMA

ACTIVIDADES ENE- MAR- MAY- JUL- SEP- NOV- ENE- MAR- MAYO
(ENE 2012 - MAYO 2013) FEB ABR JUN AGO OCT DIC FEB ABR
Actualizacion bibliografica v v v v v v v v
Captacion y seleccion de pacientes
v v v v v v v v
participantes
Obtencion de muestras de sangre para
v v v v v v v
elaboracion de frotis sanguineos
Captacion de datos de expedientes y
v 4 v 4 4 v v v
llenado de cuestionario
Procesamiento y andlisis de muestras v 4 v 4 4 v v v
Elaboracién de bases de datos 4 v 4 4 v v v
Procesamiento y andlisis de resultados 4 v 4 4 v v v
Elaboracion de  manuscrito  para
v v v
presentacion de resultados
Elaboracion de informe final y conclusién P
de actividades
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16. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Criterios de no inclusion:

Neonatos portadores de malformaciones congénitas mayores.

Neonatos portadores de errores congenitos del metabolismo.

Neonatos portadores de discrasias sanguineas congénitas o adquiridas.
Neonatos portadores de mecanismos de hemolisis secundarios a Rh y
ABO.

Antecedentes maternos de adicciones activas durante la gestacion (tabaco,

drogas o alcohol).

Criterios de exclusion:

Abandono voluntario.
Que no se tengan las muestras de sangre en tiempos solicitados.
Muerte neonatal temprana (<7 dias).

Transfusién de hemoderivados en los primeros 7 dias.
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17. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Criterios de no inclusion:

Neonatos portadores de malformaciones congénitas mayores.

Neonatos portadores de errores congenitos del metabolismo.

Neonatos portadores de discrasias sanguineas congénitas o adquiridas.
Neonatos portadores de mecanismos de hemolisis secundarios a Rh y
ABO.

Antecedentes maternos de adicciones activas durante la gestacion (tabaco,

drogas o alcohol).

Criterios de exclusion:

Abandono voluntario.
Que no se tengan las muestras de sangre en tiempos solicitados.
Muerte neonatal temprana (<7 dias).

Transfusién de hemoderivados en los primeros 7 dias.
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18. ASPECTOS ETICOS

El presente estudio se apega a los principios éticos expuestos en la Declaracion
de Helsinki para la Investigacién Médica en donde participen sujetos humanos.

. Condiciones en las cuales se solicita el consentimiento: A los padres
de los RNP participantes les sera informado el objetivo del estudio con la intencion
de tener primero un consentimiento informado, y se recabara la firma del
consentimiento de alguno de los padres o tutores que deseen que sus hijos
participen en la fase de la toma de muestra para frotis sanguineo de los RNP
(Anexo 1).

Riesgo de la investigacion: El riesgo para el paciente es minimo ya que solo se
obtendran dos gotas de sangre cada 24 horas (una vez al dia) durante el tiempo
que dure su tratamiento con fototerapia y oxigenoterapia, con la que se realizaran
dos extendidos en un portaobjetos; la muestra se obtendra cuando sea posible al
momento de que el RNP sea muestreado para alguno de sus estudios o con
mucho cuidado por puncioén del talén, con una lanceta y tratando de ocasionar el
menor dafio.

Contribuciones y beneficios del estudio para los participantes y la sociedad
en conjunto: Debido a que en el presente estudio se pretende identificar si las
lamparas utilizadas para fototerapia o si los diferentes instrumentos utilizados para
la terapia de oxigeno (casco cefalico, puntas nasales, mascarilla facial y
ventilacion mecanica asistida) producen dafio al material genético del RNP, el
paciente participante en esta ocasidn no tendra beneficios inmediatos; sin

embargo, si el resultado del estudio es positivo, se podra plantear alternativas para
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proteger a los futuros RNP y asi prevenir dafio a su material genético con las
conocidas posibles consecuencias. Socialmente, si el resultado del estudio es el
esperado, se dard a conocer buscando que se implemente un estudio para la
proteccion del RNP en cualquier institucion de salud. De igual manera, este
estudio podra ser el inicio de una serie de estudios en los que se evaluara otros
tipos de lamparas utilizadas en fototerapia y diversos métodos para la terapia de
oxigeno en otros hospitales.

Confidencialidad: Los responsables del proyecto se comprometen a que la
informacion obtenida del cuestionario, expediente y demas se mantendra
estrictamente confidencial asi como su identidad para evitar un mal uso de la

informacién proporcionada.
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19. ANEXOS

Hospital Infantil de México “Federico Gomez”
Centro de Investigacion Biomédica de Occidente

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN PROYECTOS DE INVESTIGACION

Lo(a) estamos invitando a participar en un estudio de investigacion que se llevara a cabo en el
Hospital Infantil de México, con la colaboracion del Servicio de Neonatologia, asi como del
Laboratorio de Mutagénesis del Centro de Investigacién Biomédica de Occidente (CIBO), IMSS.

En la préctica clinica, la fototerapia es utilizada para disminuir la concentracion de bilirrubina en la
sangre, mientras que la oxigenoterapia es utilizada en los infantes pretérmino como un apoyo
ventilatorio. Se ha descrito recientemente que estas terapias necesarias para la vitalidad de los
recién nacidos, podrian tener la capacidad de producir estrés oxidativo y por consiguiente generar
radicales libres, que pueden causar dafio a diversas moléculas, entre ellas, al ADN, de tal manera
que podria generarse fragmentacion o pérdida cromosémica, misma que puede ser analizada
mediante la prueba de micronucleos.

En el presente estudio se determinara la cantidad de eritrocitos con microndcleos, mediante la
obtencién de una muestra basal, que consta de obtener una gota de sangre tomada por puncion
del talén con una lanceta, la cual se comparara con muestras tomadas cada 24 horas, mientras
dure la terapia de oxigeno y fototerapia, hasta las 96 a 144 horas de exposicion. El poder contar
con este dato resultaria de gran importancia para determinar si la fototerapia y/o oxigenoterapia
utilizadas tienen la capacidad de producir dafio al ADN y asi decidir como neutralizar dicho dafio y
de esta manera proteger a los pacientes.

Para este estudio, se realizara una puncién en uno de sus talones previa asepsia, 0 se tomara una
gota de sangre de las tomas de los controles sanguineos que se hagan de rutina durante el dia,
esto ocasionara una minima molestia. Con esta gota de sangre se realizara un frotis sanguineo por
duplicado, para posteriormente con el microscopio realizar un conteo celular. La muestra se tomara
durante el tiempo que el paciente esté recibiendo el tratamiento de oxigenoterapia o fototerapia
(durante su estancia hospitalaria), cada 24 horas, para poder llevar un control sanguineo por
tiempo de exposicion.

Este trabajo se trata de un estudio clinico minimamente invasivo, sin ninguna complicacion ni
efecto secundario.

Usted no recibira un pago por su participacion, ni implica algin gasto para usted. Los beneficios
directos para usted pudieran no existir, mas sin embargo, los resultados del presente estudio
contribuirdn al avance en el conocimiento de la cadena causal en pacientes bajo terapias con
oxigeno y fototerapia, y los resultados brindaran informacion para el manejo de nifios como el de
usted, asi como para futuros programas de prevencién primaria y secundaria en el area de
neonatologia.

Al igual que su hijo, otros nifios pretérmino que vayan a recibir oxigenoterapia y fototerapia, por lo
menos tres dias, seran invitados a participar en el proyecto.

Durante el transcurso de este estudio, le informaremos cualquier hallazgo pertinente para su
bienestar y salud.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si en un principio desea participar y

posteriormente cambia de opinion, usted puede abandonar el estudio en cualquier momento, sin
modificar de ninguna manera los beneficios que usted tiene como nuestro paciente.
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Por favor lea la informacion que le proporcionamos, y haga las preguntas que desee antes de
decidir participar o no.

e Por medio de la presente yo manifiesto
gue soy mayor de edad y autorizo a la Dra. Angélica Barros Hernandez para que realice los
siguientes procedimientos:

e Extraer una gota de sangre con una lanceta del talén de mi hijo durante la terapia de
oxigeno y/o fototerapia.

e Repetir el procedimiento anterior cada 24 horas, mientras permanezca activa la
terapia.

El proyecto de investigacion en el que acepto participar se denomina:
GENOTOXICIDAD DE LA OXIGENOTERAPIA Y FOTOTERAPIA MEDIANTE LA PRUEBA DE
MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA DE RECIEN NACIDOS PRETERMINO

Mi firma en este documento manifiesta mi participacion voluntaria en este proyecto de
investigacién. Tal participacién no libera a los investigadores, la instituciéon y agencias participantes
de su responsabilidad ética para conmigo.

He sido informado(a) de que sélo en caso de que el resultado del presente proyecto de
investigacién sea informativo, podré recibir el resultado, por lo que manifiesto mi voluntad de:

Si( ) No ( ) conocer los resultados del estudio derivado de mi muestra.

La informacion anterior me fue explicada por la Dra. Angélica Barros Hernandez, residente de
Pediatria del Hospital Infantil de México “Federico Gomez".

Entiendo que mi participacion en esta investigacion puede terminar en cualquier momento sin que
perjudique mi futura atencion.

Asimismo, los responsables del proyecto se comprometen a que la informacién obtenida del
cuestionario, expediente y demas, sera estrictamente confidencial, asi como la identidad del
participante, para evitar un mal uso de la informacién proporcionada.

Lugar Fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado.

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas.
Considero que comprendié la informacion descrita en este documento y libremente da su
consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre y firma del encargado de obtener CI Firma del participante

Nombre y Firma del Testigo (Parentesco) Nombre y Firma del Testigo (Parentesco)
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Figura 1. Formacién de micronucleos

Figura 2. Realizacion de frotis sanguineos, fijacion y tincion de muestras, lectura de laminillas con
equipo de Epifluorescencia.

Figura 3. 1) Eritrocito normocromatico (ENC), 2) Eritrocito
micronucleado (EMN), 3) Eritrocito policromatico (EPC).
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Figura 4. Eritrocitos de Sangre periférica.
1) Eritrocito Policromatico Micronucleado (EPCMN)

Figura 5. RNP con Fototerapia y Oxigenoterapia. Figura 6. Doble Fototerapia.
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