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RESUMEN

El periodo que ocurre desde la concepcion hasta el nacimiento, es una etapa de
cambios fisiolégicos en el que debe haber un balance entre las moléculas
prooxidantes, como los radicales libres de oxigeno y el sistema de defensa
antioxidante; para evitar dafio a biomoléculas, perdida de sus funciones y muerte

celular.

El tipo de estudio realizado es descriptivo transversal, se determino
cuantitativamente el nivel de la actividad enzimatica antioxidante de la Superoxido
Dismutasa en eritrocitos de cordon umbilical de 70 neonatos, aparentemente sanos,
tomados en el momento preciso del nacimiento. Se determin6é también la cantidad
de Hemoglobina en las muestras para proporcionar un dato mas preciso de la
actividad enzimética. El instrumento utilizado fue una ficha de recoleccion de datos,
en el que se consigno los criterios de seleccion y las variables de estudio como

edad gestacional, sexo y peso neonatal.

No se encontr6 diferencia estadisticamente significativa entre los valores obtenidos
para la actividad enziméatica de la Superéxido Dismutasa y las edades gestacionales:
neonatos pretérmino 3394,58 + 460,61 con los neonatos a término 3822,50 +
906,05 (p > 0,05); recién nacidos pretérmino con los neonatos postérmino 4082,56 +
573,23 (p > 0,05). Y recién nacidos a término con los neonatos postérmino. (p >
0,05). No se encontré diferencia estadisticamente significativa entre los valores
obtenidos para la actividad enzimética de la Superoxido Dismutasa y los pesos:
recién nacidos con peso normal 3749,42 + 900,18 con recién nacidos macrosomicos

4033,68 + 601,07 (p > 0,05). No se encontro diferencia estadisticamente



significativa entre los valores obtenidos para la actividad enzimatica de la

Superoxido Dismutasa y los sexos: recién nacidos con sexo masculino 3912,36 =+

1059,13 con recién nacidos con sexo femenino 3615,80 = 502,72 (p > 0,05).

Palabras clave: Superéxido Dismutasa; Radical Superoxido; Radicales libres;

Estrés oxidativo.



ABSTRACT

The period occurs from conception to birth, it is a stage of physiological changes that
must be a balance between pro-oxidant molecules such as oxygen free radicals and
antioxidant defense system to avoid damage to biomolecules, loss of their duties and
cell death.

The type of study is done cross descriptive quantitatively determine the level of the
antioxidant enzyme superoxide dismutase activity in erythrocytes of 70 newborns
umbilical cord, apparently healthy, taken at the precise time of birth. The amount of
hemoglobin were also determined in the samples to provide a more accurate data
enzyme activity. The instrument used was a form of data collection, in which the
selection criteria and the study variables such as gestational age, sex and birth
weight was recorded.

3394.58 + 460.61 preterm vs 906.05 + 3822.50 term (p> 0.05): No statistically
significant difference between the values obtained for the enzyme activity of
superoxide dismutase and gestational ages found; preterm infants 3394.58 4082.56
*+ 460.61 + 573.23 postterm s.c (p> 0.05). And term newborns 3822.50 4082.56 *
906.05 + 573.23 postterm s.c (p> 0.05). normal-weight newborns 3749.42 + 900.18
vs 4033.68 + macrosomic newborns 601.07 (p> 0: No statistically significant
difference between the values obtained for the enzyme activity of superoxide
dismutase and weights found 05). male newborns 3912.36 + 1059.13 newborns with
female 3615.80 + 502.72 (p>: No statistically significant difference between the
values obtained for the enzyme activity of superoxide dismutase and sexes found
0.05).

Keywords: superoxide dismutase; Superoxide radical; Free radicals; Oxidative

stress.
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INTRODUCCION

En la naturaleza casi todo es oxidado por el oxigeno, alrededor de 2 a 3% del
oxigeno que utiliza una célula, es convertido en radicales libres!. Las especies
reactivas del oxigeno (ERO); son moléculas altamente dafiinas que atacan a la
célula directamente mediante las reacciones bioquimicas de 6xido reduccion, esta
elevada reactividad puede provocar la peroxidacién lipidica, dafio de membrana
celular, rotura de ADN, degradacion proteica y con ello graves consecuencias en la

salud?3.

Varios reportes indican que el estrés oxidativo dado por el desbalance entre ERO y
la defensa antioxidante en el embarazo; esta envuelto en los defectos del desarrollo,
retardo del crecimiento del embrién y por ende; reflejado en el peso al nacer. El
Ministerio de Salud, mediante el Instituto nacional de Estadistica e Informatica
(INEI), indica que mientras menos semanas de gestacion cumplan los recién
nacidos, mayor incidencia de bajo peso al nacer*. Dentro de la efectividad de los
sistemas de defensa antioxidantes, se encuentra la Superdxido Dismutasa (SOD);
descubierta el 1969 por Mc Cord y Fridovich, encargada de la remocién de los
radicales Superéxido; producidos en la cadena de transporte de electrones
mitocondrial, convirtiéndolos en peréxido de hidrégeno (H202)> .Un apropiado
sistema de defensa antioxidante placentario de la gestante, permite una adecuada
ganancia en el peso fetal®’. (INEI); informa que en el Per(; el promedio de
nacimientos vivos inscritos en Lima Metropolitana entre los afios 2013 al 2014, fue
de 177,7678. La Encuesta demogréfica y de Salud Familiar (ENDES) informa que en
el afio 2014 hubo un 0,4% menos de los nacimientos vivos, con bajo peso al nacer;

a comparacion del porcentaje encontrado en el afio 2009°.
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La OMS plantea que 1 de cada 6 neonatos nace con bajo peso con un indice del
17% a nivel mundial, y esto asociado a muerte perinatal'®. La edad gestacional o
grado de maduracion fetal juega un papel fundamental en la susceptibilidad del
desarrollo de diversos procesos que afectan al recién nacido, asi los neonatos pre-
término, de ambos sexos estan afectos a un mayor estrés oxidativo por la inmadurez
de sus sistemas antioxidantes®. Los antecedentes de estudios nacionales muestran

actividad enzimatica en adultos pero no en neonatos.

El proposito de este trabajo es valorar la relacion entre el nivel de actividad
antioxidante de la enzima Superoxido Dismutasa dosada en sangre de cordon

umbilical; en neonatos de diferentes edades gestacionales, pesos y sexos.
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CAPITULO |: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1

Planteamiento del Problema:

El embarazo es un estado de cambios tisulares, vasculares y musculares;
estos procesos oxidativos estan determinados por el aumento en el consumo
de oxigeno y formacién de algunas especies reactivas, que cumplen una
funcién celular en niveles fisiolégicos. Si hay un desequilibrio a favor de los
pro-oxidantes; el estrés oxidativo terminara dafiando a moléculas de gran
importancia biolégica para el feto, afectando la evolucion normal de la
gestacion ocasionando graves consecuencias® 7 11,

Se han asociado a las ERO, a pre-eclampsia, eclampsia, e infecciones que
tienen en comun alteraciones vasculares y provocan partos con bajo peso y
prematuridad®?.

El bajo peso al nacer representa uno de los indicadores determinantes de
mortalidad en el primer afio de vida sobre todo asociandolos a la edad
gestacional* 13, Saber si existen diferencias en cuanto al sexo, en la madurez
del sistema antioxidante neonatal; es aun no demostrado. En el 2014 del total
de nacimientos inscritos en Lima Metropolitana, el 51,1% fueron hombres y el
48,9% muijeres.® Relacion que se mantiene desde estadisticas anteriores.*
En cuanto a la actividad de varios sistemas antioxidantes, se ha comprobado
un aumento progresivo principalmente hacia el 3er trimestre; en el caso de los
neonatos pretérmino, esta transferencia de nutrientes que incrementa el

crecimiento intrauterino y posteriormente el peso neonatal con efecto
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1.2

antioxidante, no se completa, mientras algunos de los sistemas enzimaticos

no terminan de madurar’.

Formulacion del Problema:

1.2.1. Problema General

¢Cuanto es la actividad enzimatica antioxidante de la Superdxido

Dismutasa en sangre de cordon umbilical en los neonatos?

1.2.2. Problemas Especificos

1.2.2.1 ¢Cuanto es la actividad enzimatica antioxidante de la
Superoxido Dismutasa en sangre de corddn umbilical en los neonatos

segun su edad gestacional?

1.2.2.2 ;Cuanto es el nivel de actividad enzimatica antioxidante de la
Superoxido Dismutasa en sangre de cordon umbilical de los neonatos

segun su peso?

1.2.2.3 ¢Cuanto es el nivel de actividad enzimatica antioxidante de la
Superoxido Dismutasa en sangre de cordon umbilical de los neonatos

segun su sexo?

17



1.3

Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Determinar la actividad enzimatica antioxidante de la Superdxido

Dismutasa en sangre de cordon umbilical en los neonatos.

1.3.2. Objetivos Especificos

1.3.2.1 Determinar la actividad enzimatica antioxidante de Ila
Superoxido Dismutasa en sangre de cordén umbilical en los neonatos

segun su edad gestacional.

1.3.2.2 Determinar la actividad enzimatica antioxidante de la
Superoxido Dismutasa en sangre de cordon umbilical en los neonatos

segun su peso.

1.3.2.3 Determinar la actividad enzimatica antioxidante de la

Superéxido Dismutasa en sangre de corddén umbilical en los neonatos

segun su sexo.

18



1.4

Justificacion

El periodo que ocurre desde la concepcion hasta el nacimiento, es una etapa
de maduracién fetal, diferenciacion celular y cambios fisiolégicos muy
sensibles a alteraciones del medio intrauterino. El desbalance a corto o largo
plazo del equilibrio pro-oxidantes/antioxidantes a favor de los primeros; puede
afectar la funcién de la placenta con efectos en el desarrollo, modificando la
evolucion normal de la gestacion. Este estrés oxidativo produce dafio a
biomoléculas, perdida de sus funciones y muerte celular. Las ERO; tienen un
rol predominante en este desequilibrio acarreando consecuencias como; el
bajo peso al momento del nacimiento y prematuridad. Y lo que aln no esta
demostrado es si existen diferencias en cuanto al sexo, respecto a la madurez
del sistema antioxidante neonatal. Sabiendo que existen estudios previos que
indican una relacién directa de las ERO, con enfermedades que se originan
durante la etapa del desarrollo fetal y que se reflejan a posterioridad; el
presente estudio pretende evidenciar el estado del sistema de defensa
antioxidante, en poblacion peruana neonatal, siendo esta la etapa donde
ocurre una mayor demanda de estos sistemas; permitiendo asi tomar
medidas correctivas y/o preventivas en este periodo y también evidenciaria la

importancia de esta medicion para incluirla como parte del tamizaje neonatal.
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CAPITULO Ill: MARCO TEORICO

2.1.

Radicales Libres

Un conjunto de atomos que forma una materia; sufre transformaciones
guimicas; se rompe alguno de los enlaces, que mayormente estan
constituidos por dos electrones, que mantienen unidos a dichos atomos;
dando lugar a la formacibn momentanea de especies intermediarias
inestables que se transforman rapidamente y producen moléculas diferentes a
las de partida. De esta manera, un radical libre se define como un atomo o
grupo de atomos que contiene un electron desapareado dentro de su
estructura u orbital externo (estan oxidados), es decir; estos electrones en vez
de estar agrupados, estan sueltos y buscan ceder o ganar electrones, por lo
gue son muy reactivos e inestables34.

En la mayor parte de los casos; estas especies son entidades altamente
reactivas que tienen un tiempo de vida media menor de 1 yseg*“.

El 95 a 98% del oxigeno celular; es reducido por reacciones enzimaticas de
manera bivalente y el restante de modo monovalente; formando asi los
radicales libres de oxigeno, que para agrupar algunos compuestos como él
(H202), que no es esencialmente un radical, se prefiere utilizar el término

ERO; especies reactivas de oxigeno?® 15 16,

20



Formacion de Radicales

Un radical libre se forma cuando: un enlace de la molécula se fragmenta
homoliticamente, es decir cuando ambos productos de la fragmentacion se
llevan uno de los dos electrones que al principio constituia dicho enlace; para
lo cual se debe suministrar la suficiente energia para disociar el enlace4.

La mayor parte de las reacciones sobre radicales libres se llevan a cabo a
través de un mecanismo sucesivo, que se compone de tres etapas
principales; inicio, propagacion y terminacion. Etapas en la que se genera
mas de una molécula de producto, por cada evento de iniciacion® 14,

ERO; Es un término que incluye radicales libres y otras especies no
radicalarias, pero que pueden participar en reacciones que llevan a la
elevacion de los agentes pro-oxidantes en el embarazo normal?->58.

Las ERO; son moléculas altamente reactivas, interviniendo en reacciones
bioquimicas de Oxido-reduccion; necesarias para las vias de transducciéon de
sefiales que controlan el crecimiento celular. En circunstancias normales,
estas se generan en pequefias cantidades durante el transporte de electrones
mitocondrial, la fagocitosis, el metabolismo de farmacos, entre otros, y son
efectivamente neutralizadas por los diferentes niveles del sistema de defensa
antioxidante; como el radical aniébn Superéxido (O2¢) que se produce por la
reduccion univalente del Oz cuya fuente mas importante es la NADPH
oxidasa, durante el estallido respiratorio? 4.

La produccién del radical anion Superéxido; es el primer acontecimiento
comun en todo el proceso, dando lugar posteriormente al resto de las ERO,

mediante una reduccion monoeléctrical®.
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El (H202) puede reaccionar con otro radical Superoxido produciendo el radical

hidroxilo (OH"), en la reaccién de Haber-Weiss; reaccion que esta catalizada

por metales de transicion, como el Hierro y el Cobre; luego el radical (OH") se

encuentra entre los oxidantes mas potentes conocidos, puede atacar a
practicamente todas las moléculas presentes en la célulal’.

Corria Osorio J; Cruz Manzano E’ (2009), En experimentos in vitro sobre
gestacion normal, muestra que; el incremento en la utilizacion del Oz, por el
embridn esta relacionado con un aumento en la generacion de ERO. La
extension de estos resultados a modelos murinos demuestra que el exceso
de radicales libres; esta envuelto en el bloqueo del desarrollo. Concluye que
un adecuado flujo sanguineo Utero-placenta-feto; es esencial para un buen

crecimiento fetal.

Fuentes de radicales libres:

La principal fuente celular de produccién de radicales libres en mamiferos es
la mitocondria; a nivel de la cadena de transporte de electrones, generando
(ATP), de alli que sus componentes estén expuestos a un flujo constante de
estas especies quimicast® 16. 18,

Waypa GB et al®. (2001), Sugiere que la cadena de transportes de
electrones mitocondrial; acta como un sensor de Oz durante la hipoxia,
mediante la liberacibn de ERO, que funcionan como mensajeros de
sefalizacion.

El DNA mitocondrial estd cercano a los sitios de produccién de radicales

libres de oxigeno; carece de las histonas que estdn asociadas al DNA
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nuclear; por lo tanto es un blanco muy sensible al ataque de los radicales de
oxigeno. Si el DNA mitocondrial es dafiado; no se forman correctamente los
complejos | y IV de la cadena de transportes de electrones, se altera asi la
integridad y funcionabilidad de las mitocondrias; de este modo disminuye la
produccion de ATP, con la consiguiente alteracion de la funcién celular?.

Entre otras fuentes enddgenas se encuentran los peroxisomas, leucocitos,
membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico; también en endotelios donde
se encuentra la enzima Xantina Deshidrogenasa, que cuando pasa a la forma
Xantina Oxidasa genera al anién Superoxido; pudiendo ser generados como
reacciones secundarias entre biomoléculas. Entre las fuentes exdgenas se
encuentra la dieta, medicamentos, ozono, radiaciones, humo, ejercicio

intenso, hiperventilacion, entre otros®® 18,

Efecto nocivo de los radicales libres:

El citotoxicidad celular producida por las especies reactivas del oxigeno ERO;

ocurre sobre diferentes macromoléculas, las mas importantes:

a) Lipidos. Son las moléculas donde se produce el mayor dafio llamando a
este proceso peroxidaciéon lipidica; afecta a las estructuras ricas en
acidos grasos poliinsaturados; alterando la permeabilidad de la
membrana celular provocando edema y muerte celular®.

b) Proteinas. En estas existe oxidacion de un grupo de aminoacidos como:

tirosina, histidina, fenilalanina y  metionina; ademas hay

23



entrecruzamientos de cadenas peptidicas, y también formacion de
grupos carbonilos®.

Acido desoxirribonucleico. Aqui ocurren mutaciones, carcinogénesis,
pérdida de la expresion o sintesis de una proteina por dafio a un gen
especifico, modificaciones oxidativas de las bases nucleicas,
delecciones, interacciones estables ADN-proteinas, fragmentaciones,
reordenamientos cromosémicos y desmetilacion de citosinas del ADN
gue activan genes. Como consecuencia hay una pérdida de la integridad

y disfuncién metabdlica celular °.

Tipos de radicales libres:

Dentro de las especies radicalarias de interés biol6gico; estan el anion

radical Superoxido (Oz¢*"), radical hidroxilo (-OH), oxido nitrico (-NO), radical

diéxido de nitrégeno (-NO2), radical hidroperoxilo (HO2:), radical peroxilo

(RO2-) y radical alcoxilo (RO-)% 514,

Los radicales libres se representan colocando un punto sobre el simbolo del

atomo que contiene al electrén desapareado?“.

Las especies no radicalarias de interés biolégico son: acido hipocloroso

(HOCI), anién peroxinitrito (ONOO-), peréxido de hidrogeno (H202) y oxigeno

singlete (102)2.
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2.1.1 Radical Anion Superdéxido (O2*)

Se forma a partir de una molécula de oxigeno; en presencia de una
cantidad de energia suficiente que le permita adquirir un electron
suplementario. Esta especie es producida por un gran numero de
enzimas, por reacciones de auto-oxidacion y por transferencia no
enzimatica de e - , provenientes de la reduccion molecular univalente
del oxigeno®. Es ala vez un anién y un radical*“.

El radical (O2*"), se produce principalmente en la cadena de transportes
de electrones mitocondrial, en el sitio de ubisemiquinona del complejo
[11'%; debido a que una parte de los electrones que pasan por ella es
captada por el O2. Se ha estimado que una célula del cuerpo humano
produce alrededor de unas 10'° moléculas de anién Superéxido por
dia. Sin embargo; el 99 % de las moléculas que se producen se
dismutan hacia peréxido de hidrégeno!®. La concentracion del radical
(O2¢) en la célula; esta en el intervalo de pico a nano molar, es toxico
para la célula en parte porque a partir de él se puede originar el (102)

oxigeno singlete y el (*OH) radical hidroxilo4.

El radical (O2--) formado in vivo, se dismuta por la SOD con una

constante de reaccion rapida o también por via no enzimatica, en
(H202).Pero segun Fridovich, (1989). La reactividad del radical (O2e-),
es débil; pero puede penetrar las membranas biolégicas y causar

dafios a blancos especificos?.
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La eliminacion del radical (O2¢"), se da a través de las enzimas SOD.

En las células de mamiferos, hay una Cu/Zn SOD citosélica y otra

extracelular mas grande; y ademas una Mn SOD en las mitocondrias!4.
El radical (O2¢7); puede actuar tanto como agente reductor, y como

oxidante. Su papel en la generacién de radicales hidroxilo (*OH), tiene

importantes connotaciones biologicas.

La cantidad del radical (O2¢); generada por la mitocondria se

incrementa cuando la tensién de oxigeno aumenta?l. (1982), segun
Turrens JF et al. En el (2002) , Paraddjicamente, Waypa & Schumacker

et al también menciona que existe un aumento en la produccién del
radical (O2*"), por la mitocondria en condiciones de hipoxia %2. Y en el
(2001), Estudios anteriores de Waypa GB, Chandel NS et al., han
relacionado este aumento en la produccién de radical (O2¢), las

condiciones de hipoxia, con el factor inducible de hipoxia (HIF) *°.
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2.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es una consecuencia de la perturbacion del equilibrio pro-
oxidantes/antioxidantes, con un desplazamiento a favor de los primeros,
término utilizado por primera vez desde 1985 definido asi por el Prof. Helmut
Sies (Universidad de Dusseldorf, Alemania); de tal modo, esta alteracion da
lugar a cambios en las biomoléculas y, de hecho, a modificaciones funcionales
en los lugares donde las mismas se encuentren en un momento dado. En un
esfuerzo por redefinir el termino; el 2006 Dean Jones, lo propuso como: “una
interrupcion sefalizada y control redox”23.

Dicha lesidn oxidativa, cuando se produce en moléculas de gran importancia
biolégica como proteinas, lipidos y acidos nucleicos; puede conducir a graves
consecuencias a corto y largo plazo?*.

Todo esto trae como consecuencia alteraciones en la estructura y funcién en
cualquier o6rgano, sistema o grupo celular; por lo tanto se reconoce como
mecanismo general de dafio celular, asociado con la fisiopatologia primaria o la
evolucion de un numero creciente de entidades y sindromes de interés médico
social, involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos eventos.

El nivel de estrés oxidativo depende de la velocidad de generacion de
oxidantes y de los niveles de defensa antioxidante, los cuales estan
genéticamente controlados, pero estan influenciados también por factores

epigenéticos?.
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2.2.1 Implicaciones del estrés oxidativo en el periodo perinatal

El célculo de costo energético adicional medio en una gestacion normal
es de 80.000 Kcal para un periodo de 9 meses. Ademas el metabolismo
basal aumenta en promedio un 15 %, a partir del quinto mes de
embarazo esto en gran parte, debido al incremento hormonal. Este
incremento metabdlico junto al desarrollo fetal, conllevan mayor
demanda de consumo de oxigeno y por tanto suponen una importante
sobrecarga oxidativa. El consumo de Oz en un embarazo es un 20%
adicional a la época no gestante?>.

Otro proceso de sobrecarga oxidativa para el neonato se da en el
momento del nacimiento y su adaptacion al medio extrauterino por la
elevada exposicion a 02 ambiental, respecto al nivel intrauterino. Por
todo ello, es la época perinatal la que supone mayor demanda de los
sistemas de defensa antioxidante muchas veces limitado?.

En el ambiente intrauterino, la presion parcial de oxigeno (PaO2) es de
25-30 mmHg, relativamente hipoxico, que permite el crecimiento y la
diferenciacion fetal normales. La PaO: se elevara gradualmente hasta 80
a 90 mmHg, en los primeros minutos luego del pinzamiento del corddn
umbilical, generando un estado de estrés oxidativo fisioldgico y limitado,
esto favorece al periodo de adaptacion postnatal normal. Un exceso de
oxigeno puede alterar el equilibrio pro-oxidantes/antioxidantes,
generando dafio en el neonato de término, pero mucho mas importante

en el pretérmino?4.
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El bajo peso al nacimiento y prematuridad, son consecuencias del
desequilibrio hemodinamico generados por las ERO. Existen
mecanismos reguladores en la placenta como parte normal de su
crecimiento y la nutricion del trofoblasto, asi como hipercapilarizacion en
las vellosidades, angiogénesis, las angiopoyetinas y el importante factor
HIF-1 alfa que activa genes de transcripcion en respuesta a distintas
concentraciones de oxigeno. El ambiente hipOxico, puede servir para
proteger los tejidos fetales y los procesos de desarrollo frente a los
efectos nocivos de las ERO, durante las fases criticas de la
embriogénesis y organogénesis?®. Los nifios prematuros tienen un peso
y una longitud apropiada para su edad gestacional, mayormente tienen
bajo peso; pero existen los nifios que nacen pequefios por retraso de
crecimiento intrauterino (RCIU), por una mala conformacién o flujo
placentario, y mayormente presentan bajo peso al momento del

nacimiento?’.

En el (2008), segun Hracsko Z et al. Demostr6 que la actividad
antioxidante en neonatos con RCIU, con peso menor, para el percentil
10, para la edad gestacional, tienen deficiencias significativas respecto
a un grupo control de neonatos con peso normal, por lo que él RCIU se
correlaciona con el estrés oxidativo de manera significativa®.

Existe una gran actividad metabdlica, aumento de la actividad
mitocondrial placentaria durante la gestacion normal aumentando el

estrés oxidativo una de estas especies reactivas producidas por el

trofoblasto es el radical Superdxido (O2*) 2.
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En (1988). El autor Cafias Patricio D et al. , evalu6 la actividad del
sistema defensa antioxidante y la agresion oxidativa, en 3 grupos de
gestantes, de diferentes edades gestacionales y neonatos todos con
bajo peso, determinando que hubo mayor agresion oxidativa en los
neonatos pretérmino que los de término?°.

El estrés oxidativo se inserta en este contexto como un factor de riesgo
potencial. Recientemente, se ha evidenciado que los niveles
fisiolégicos de ERO inducen la expresion de varios factores de
transcripcion celular, a través de la activacion de multiples vias de
transduccion de sefiales. Por el contrario, altos niveles de ERO son
notoriamente perjudiciales para la supervivencia y las funciones
celulares tales como expresion de genes claves para la ganancia de
peso fetal, provocar disfuncion endotelial, y de esta forma comprometer
la estabilidad y funcién Utero-placentaria'l: 26, Podria asumirse que la
incompleta maduracion de los sistemas de defensa antioxidantes
contra la agresion de las ERO; guardan estrecha relacion con las
alteraciones que ocurren durante la etapa temprana del desarrollo

humano??.
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Patologias relacionadas a radicales libres en neonatologia

Diversas patologias asociadas al periodo neonatal reconocen como
mecanismo patogénico subyacente al estrés oxidativo y a alteraciones
en la adecuada maduracion de los niveles de sistemas antioxidantes.
El recién nacido prematuro puede ser mas susceptible al dafio por
radicales libres y sus ERO, por la falta de concentraciones adecuadas
de antioxidantes en el momento del nacimiento°.

Algunas de las alteraciones en la placenta que trae como
consecuencia el retraso del crecimiento intrauterino RCIU y la pre-
eclampsia se asocian con hipoxia y estrés oxidativo y tienen

repercusiones en el desarrollo del fetal y vida extrauterina®?.

Ademas, en el recién nacido hay condiciones que incrementan su
susceptibilidad al dafio pulmonar, convirtiendo a este, en un dérgano
critico en este proceso de adaptacion a la vida extrauterina, sobre todo
teniendo en cuenta que la maduracién pulmonar continda durante la
etapa posnatal. Se sabe que tienen una mayor resistencia a la
toxicidad por el oxigeno, en los recién nacidos, posiblemente
relacionado con su capacidad para aumentar la concentracion de las
enzimas antioxidantes3.

Algunas otras enfermedades neonatales relacionadas con los radicales
libres; son la retinopatia, displasia broncopulmonar, persistencia del

ductus arterial, hipertension arterial persistente, enterocolitis
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necrotizante, hemorragia intraventricular, Fenilcetonuria, encefalopatia
Hipoxico isquémica entre otras3® 32,

La retinopatia del prematuro es un desorden de la maduracion vascular
y especifico de la retina, ocasionado por los radicales libres!4.

La fibroplasia retrolental, solo se dan en nifios de muy bajo peso al
nacer cuyos vasos retinianos no han completado su desarrollo
centrifugo a partir del disco 6ptico*.

En la etapa fetal existird una mayor probabilidad de afectacion del peso
ante la exposicion de la gestacion a diversos factores. Una evidencia
en la practica clinica que apoya lo anterior es que en el RCIU
asimétrico, trastorno del crecimiento fetal mas frecuente (alrededor del
80 %) y que aparece en el tercer trimestre, el componente del
crecimiento mas afectado es el peso fetal. Varios reportes indican que
el estrés oxidativo estad envuelto en los defectos del desarrollo y del
retardo del crecimiento del embrién?’: 1227,

Y si la hipoxia es fuente de estrés oxidativo, también lo es la exposicidén
a niveles elevados de oxigeno por necesidades terapéuticas o a
elevadas concentraciones de hierro no unido a proteinas?®.

Por otro lado tras en nacimiento los puntajes APGAR son de (0 a 10)
se realizan al primer y quinto minuto, donde se determinan 5
parametros como, color de piel, esfuerzo respiratorio, frecuencia
cardiaca, tono y actividad muscular con valores de 0, 1 0 2 puntos a
cada uno, este permite evaluar los sistemas cardiopulmonar y

neuroldgico en el recién nacido®°.
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El puntaje APGAR al minuto, evalla en el recién nacido, el nivel de
tolerancia al proceso del nacimiento.

El puntaje APGAR al quinto minuto, evalla en el recién nacido, el nivel
de adaptabilidad al medio ambiente°. En general un puntaje sea al
minuto o a los 5 minutos, si es de 0 a 3 se describiria como
severamente deprimido, de 4 a 6 moderadamente deprimido y de 7 a

mas se considera un puntaje normal.

2.3 Peso en el Neonato.

La medicién del peso corporal es la determinacion antropométrica mas
significativa del periodo neonatal. El peso al nacer, es considerado como uno
de los determinantes del buen crecimiento y desarrollo del nifio33; se expresa
en gramos, el 95% de peso en el feto se adquiere en las ultimas 20 semanas
de gestacion, tercer trimestre 7. Los determinantes del peso fetal son el
potencial genético, el ambiente materno y la funcién atero placentaria.
Asimismo, como uno de los factores que actla en su estado nutricional y esta
estrechamente asociado a la morbilidad y mortalidad, sobre todo en el primer
afio de vida’ 13,

Segun la OMS; Se considera un recién nacido con sobrepeso o macrosémico
cuando pesa 24000g, con un peso normal entre 2500 y 3999 g, con bajo

peso al nacer cuando el recién nacido pesa entre <2500¢g * 3334,

Esta medicidon se debe realizar al momento del nacimiento dentro de las

primeras horas, por lo general los prematuros presentan bajo peso al nacer,
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sin embargo hay bajo peso en algunos neonatos a término y es debido a
RCIU34,

Ademas la actividad de varios sistemas de defensa antioxidantes se ha visto
incrementada hacia el tercer trimestre, periodo critico de la ganancia de peso
fetal, sugiere la existencia de mecanismos homeostaticos maternos y
placentarios, destinados en parte a proteger el peso fetal de las acciones
perjudiciales de las ERO y otros pro-oxidantes”: 33,

Un adecuado sistema antioxidante placentario materno; garantiza una
adecuada ganancia de peso fetal. Se estima que el 60% de la variacion de
peso al nacimiento es resultado de influencias del medio ambiente
intrauterino; por otro lado se puede distinguir tres tipos de influencia genética
sobre el crecimiento fetal, la de los genes placentarios, la de los genes

parentales y la de los genes fetales®,
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2.4

Edad Gestacional.

Se podria definir como semanas de vida intrauterina cumplidas al momento
del parto. EI mejor método para calcular la edad gestacional por parte de las
gestantes es a partir de la fecha de su ultima menstruacion, pero ya que este
dato muchas veces no es exacto, se recurre al protocolo de control de
procesos reproductivos que incluye otros métodos como la ecografia,
medicién de la circunferencia cefalica y abdominal, del didmetro biparietal, y la

longitud femoral son los mas utilizados.3*

Clasificacion de neonatos segun las semanas de gestacion en:
a) Recién nacidos pre término; con 37 semanas 0 menos.
b) Recién nacidos de termino; los nacidos entre las semanas 38y 41.

c) Recién nacidos post término, con 42 semanas o0 mas.3*

El bajo peso fetal es, en general, un reflejo de la restriccion en el
crecimiento intrauterino; condicion que desemboca en una mayor
incidencia de complicaciones perinatales, tales como alteraciones en el

desarrollo neuroldgico, pulmonar y hepatico®.
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2.5

Genero

Se podria definir como condicion en este caso neonatal, que distingue entre
masculino y femenino.

Se realizd un estudio en poblaciones adultas peruanas donde existio
diferencias en el nivel de la actividad enzimatica antioxidante de la Superéxido
Dismutasa segun el género, siendo ligeramente mayor en el femenino

respecto al masculino.!

2.6 Sistemas fisioldgicos antioxidantes:

Un antioxidante esta definido como, molécula que tiene la capacidad de
evitar la oxidacion de otra molécula, ya sea por interaccion y estabilizacion de
especies reactivas, o por la estabilidad y reduccion de su reactividad mediante
transformaciones configuracionales, permitiendo la homeostasis fisiolégica de
estas especies reactivas de oxigeno, manteniéndolas por debajo de su

umbral citotoxicol?.

En la hipoxia fisiolégica del medio intrauterino en los primeros meses; el
embrién es protegido potencialmente por la existencia de mecanismos de
defensa antioxidante internos y externos. En los primeros estan
principalmente las enzimas antioxidantes como la Superdxido Dismutasa,
Glutatién Peroxidasa y Glutamilcistina Gamasintasa. Las transcripciones que

codifican para estas enzimas antioxidantes se han encontrado en el ovocito,
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embridn y el oviducto, y su expresion parece esencial para la el desarrollo del
embrion. Entre los mecanismos externos de defensa antioxidante no
enzimatica; se encuentra la taurina, hipotaurina, y el acido ascérbico en el

tejido folicular y trompas?®: 6.

Al final del primer trimestre, la tension de O2 aumenta subitamente
produciéndose en las células del trofoblasto, los ARNm de las enzimas

antioxidantes que podria ser inducida por NADPH oxidasas, estimulado por la
hipoxia en si, que conduce a la produccion del radical (O2*) intracelular.

Posteriormente se regula esta produccion en la expresion de enzimas
antioxidantes?®.

Diversos estudios muestran un incremento gradual de estos sistemas de
defensa a medida que avanza la gestacion, principalmente hacia el tercer
trimestre, posiblemente como un mecanismo de respuesta adaptativa al

estrés oxidativo originado durante el embarazo normal’.

2.6.1 Superoxido Dismutasa (SOD) (E.C. 1.15.1.1)

La SOD fue la primera enzima de la cual se conocid, que actuaba
sobre un radical libre; su descubrimiento en 1968 por McCord y
Fridovich, constituyé una prueba de la existencia de estos radicales en
los organismos vivos. Su distribucién es amplia en el organismo. Esta

enzima se encarga de la reaccién de dismutacion del radical anién

Superdxido intracelular (Oz¢) 14-16,
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La enzima pertenece al grupo de las oxidorreductasas, familia de las

metaloenzimas, presente en todas las células que utilizan al oxigeno en
su metabolismo, catalizan la conversion del radical Superéxido (Oz*)

en (H202) y oxigeno molecular (Oz2); siendo el primer medio natural de

defensal®.

El (H202) generado por la reaccion, es eliminado por la CAT y/o la
GPx. La constante de velocidad de la reaccion de dismutacion es de

aproximadamente (2 x 10°M1 s-1)12.17,

Se conocen 3 formas de SODs segun el grupo prostético y el metal que
utilizan como cofactor. La forma isoenzimatica prevalente de las SOD
es la Cu/zn SOD, una proteina dimérica de 32KD que se ha
encontrado en casi todas las células eucariotas, siendo el &tomo de
cobre esencial para su actividad catalitica, mientras que el atomo de Zn
le confiere estabilidad. Protege al hematie contra las ERO, de formar
metahemoglobina. Se ha encontrado otra Cu/Zn SOD; en los fluidos
extracelulares, proteina que pesa 135KD. La tercera isoforma es la Mn
SOD; que contiene manganeso, proteina tetramérica que pesa 88KD,

localizada en la mitocondria, protege a este organulo de los radicales

(O2¢), producido durante el transporte de electrones® 20.

El gen que codifica a esta enzima, se encuentra ubicado en el
cromosoma 21, especificamente en el segmento extra (21922.1) que

aparece en el sindrome de Down, de ahi que los niveles de SOD se
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encuentren elevados en la generalidad de estos pacientes; un 50%

mas de actividad por la copia extra del gen'’ 37,

2.7. Antecedentes de la investigacion

2.7.1. Antecedentes Internacionales

Determinacion De La Actividad De Superéxido Dismutasa En
Poblaciones Humanas Normales Y Patolégicas'’. (1994); Rosario de
la Torre Binimelis. Sostiene en su Tesis que la media de actividad de
Superoxido Dismutasa en la poblacion adulta sana espafiola no fue
significativamente diferente en ambos géneros. En la poblacion adulta
rural espafiola y la poblacion adulta urbana espafiola, encontré una
actividad 10% inferior en la primera. En la poblacién infantil vy
adolescente sana espafiola la actividad de SOD, asciende en el ler afio
de vida, comparandola con la que tuvo en el momento del nacimiento y
luego declina progresivamente hasta alcanzar los niveles de actividad de

SOD del adulto entre los 15y los 18 afios.

Valoracion de la respuesta neonatal ante el estrés oxidativo. (2005);
Contreras Chova Francisco. Aporta en su tesis que en los recién nacidos
pretérmino se presenta un mayor grado de estrés oxidativo en relacion al
recién nacido a término. Afirmando que su actividad enzimatica
antioxidante se relacionada con la ontogenia y maduracion de los

sistemas antioxidantes durante la gestacion y el periodo neonatal
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inmediato. Solo de esta manera se puede explicar que la actividad de la
CAT y la SOD es mayor en los recién nacidos a término mientras que la
GPX ofrezca un nivel de actividad superior en el recién nacido
pretérmino. Respecto al grado de estrés, el recién nacido pretérmino
presento mayor presencia de hidroperoxidos que el recién nacido a
término, fendmeno relacionado con prematuridad. Determinadas
situaciones inherentes al periodo perinatal pueden actuar como factores
sinérgicos a la propia inmadurez del recién nacido pretérmino como

causantes o agravantes de un mayor nivel de estrés oxidativo.

Role of oxidative stress in intrauterine growth restriction38. (2007);
Biri A and Cols. In this study the role of oxidative stress was evaluated in
intrauterine growth restriction, by parameters of oxidative and antioxidant
system in maternal plasma, cord blood and placental tissue of pregnant
women carrying fetuses with intrauterine growth retardation compared
with normal control group; where he met; an increased superoxide
dismutase activity in maternal plasma (128.2 +/- 37.4 vs. 88.8 +/- 16.6
U/ml, p < 0.005) and cord blood (162.1 +/- 37.0 vs. 116.6 +/- 20.7 U/ml, p
< 0.005) and an increase in glutathione peroxidase activity in maternal
plasma and placental tissue , while the catalase activity decreased in

cord blood and placental tissue found
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Papel del estrés oxidativo en la restriccion del crecimiento
intrauterino. En este estudio se evaluo el papel del estrés oxidativo en
la restriccion del crecimiento intrauterino, mediante parametros del
sistema oxidativo y antioxidante en el plasma materno, sangre del
cordon umbilical y tejido de la placenta de las mujeres embarazadas con
fetos con retraso en el crecimiento intrauterino, frente a un grupo control
normal; donde se encontré6 un aumento de la actividad Superoxido
Dismutasa en el plasma materno ( 128,2 +/- 37,4 vs. 88,8 +/- 16,6 U / ml
, p <0,005) y sangre de cordén ( 162,1 +/- 37,0 vs. 116,6 +/- 20,7 U / ml
, p < 0,005 ) y un aumento de la actividad Peroxidasa de Glutation en el
plasma materno y el tejido de la placenta, mientras que la actividad de
Catalasa se encontr6 disminucion de en la sangre del cordon y el tejido

de la placenta

Evaluation of oxidative stress markers in neonates with intra-
uterine growth retardation?®. (2008); Hracsko Z and Cols. In this study
the relationship of newborns with intrauterine growth retardation and
antioxidant defense system, finding specifically that the activity of
superoxide dismutase was significantly lower in infants with ITUGR
compared to normal control group was evaluated . IUGR neonates
appear to have significant deficiencies in their antioxidant defense. The

restriction intrauterine growth correlates with significant oxidative stress.
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Evaluacion de marcadores de estrés oxidativo en los recién nacidos
con retraso en el crecimiento intrauterino. En este estudio se evaluo
la relacion de los recién nacidos con retraso en el crecimiento
intrauterino y su sistema de defensa antioxidante, encontrandose
especificamente que la actividad de la Superéxido Dismutasa fue
significativamente inferior en los neonatos con RCIU a comparaciéon del
grupo control normal. Los neonatos con RCIU parecen tener deficiencias
significativas en su defensa antioxidante. La restriccion en el crecimiento

intrauterino se correlaciona con el estrés oxidativo significativo.

2.7.2 Antecedentes nacionales:

Enzimas antioxidantes eritrocitarias en sujetos de altura'®. (2005);
Adriazola Jokada Marco Antonio y cols. Sostiene en su tesis que; la
determinacion de los niveles de las enzimas antioxidantes, en
eritrocitos de personas residentes en Cerro de Pasco (4340 m.s.n.m)
aparentemente sanas; Yy en pobladores de Lima (150 m.s.n.m); no
encontrando diferencia estadisticamente significativa para SOD; pero si
para otras enzimas como la CAT y el producto MDA, fueron menores

en los sujetos de altura; que los obtenidos a nivel del mar.

Evaluacion del efecto antioxidante del ejercicio moderado y
continuo en individuos con entrenamiento fisico regular'®. (2010);
Cabrera Garcia Carlos y cols. Sostienen en su tesis que hay

diferencias en la actividad enzimatica de la SOD; en los tres grupos
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estudiados, encontrando que la mayor actividad de SOD la tubo el
grupo de ejercicio moderado y continuo, sobre el grupo normal y este a
su vez mayor concluyendo que este resultado es debido a que a
mayor estrés como en el caso de ejercicio intenso y discontinuo;
resulta una menor actividad enzimatica, y que en el caso del ejercicio
moderado pero continuo; presenta mayor actividad enzimatica como

respuesta adaptativa al ejercicio.

Perfil enzimatico antioxidante en habitantes de Nueva Cajamarca —
Region San Martin'®, (2011); Ahumada Obed y cols. Sostienen que
existen mayores niveles de actividad SOD, CAT y MDA; en estos
pobladores de la Selva; comparandolos con los de Lima. Demostrando
que en la disminucion de la actividad enzimatica de la SOD; es
consecuencia del alto nivel de peréxido de hidrogeno producido
durante la reaccion. Inicialmente aumenta la SOD; por la alta
produccion del anion Superéxido, pero al ser esta prolongada; termina
agotando la estimulacion de la actividad enzimatica, ya que el producto
de la reaccién, el peréxido de hidrogeno, termina inhibiéndola por

retroalimentacion negativa.

En su tesis titulada: Indicadores de estrés oxidativo en eritrocitos
de una poblacién de Huaraz®®. (2013); Coz J. et al. sostiene en su

tesis; que cuando los seres humanos estan sometidos a una menos
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cantidad de oxigeno como ocurre en Huaraz; a (3050 m.s.n.m), el
organismo intenta regular las acciones toxicas de las especies
reactivas de oxigeno, mediante su sistemas antioxidantes; encontrando
que la actividad enzimatica de la SOD; a mediana altura fue
estadisticamente significativa, siendo mayor que en los sujetos de
Lima, con un (p<0,05) y otras enzimas como: CAT, GPx y MDA,

tuvieron menor diferencia estadisticamente significativa que la SOD.
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CAPITULO lll: METODOLOGIA

3.1. Disefio del Estudio:

Descriptivo- Transversal

3.2. Poblacion y muestra:

Poblacion:

Recién nacidos vivos del Area de sala de partos del Hospital Il Lima Norte, Luis

Negreiros Vega. Ingresados durante los meses de Setiembre y Octubre del

2016. La poblacion total fue de 250 neonatos.

Muestra:

La muestra esta conformada por sangre venosa del cordon umbilical de 70

neonatos en el momento del nacimiento tomadas en Sala de Partos del

Hospital Il Lima Norte, Luis Negreiros Vega, obtenida a través de un muestreo

no probabilistico a criterio del autor.

3.2.1. Criterios de Inclusion:

a) Neonatos nacidos vivos entre las 33 y 41 semanas de gestacion.

b) Neonatos con pesos comprendidos entre 1500 — 4500 g.
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3.2.2. Criterios de Exclusion:

a)

b)

Neonatos cuyas madres han llevado suplemento antioxidante

durante el embarazo o padezcan de diabetes gestacional.

Neonatos de gestacibn mdultiple, nacidos con malformaciones
congénitas, sindromes cromosomicos, infeccidon, incompatibilidad
sanguinea u otras complicaciones como preeclampcia y circular de

cordon.

Neonatos cuyas muestras de sangre no cumplan con los
requerimientos para su recoleccion y posterior dosaje (cantidad
insuficiente, coaguladas no rotuladas) o cuyas madres no aceptan

participar en el estudio.
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3.3. Operacionalizacion de Variables:

Variables Definicién conceptual Definicion Tipo de Indicador Escala Instrumento ftem

operacional Variable de valor

Actividad La SOD estaenzimase | Se utilizara un V.CUANTI | Unidades De Medicion 1,2

Enzimatica encarga de la reaccién espectofotémero TATIVA internacionales Razén espectofoto

antioxidante | de dismutacion del para las mediciones | continua por gramos de meétrica/fotoc

de la radical anion Superéxido | y finalmente se hemoglobina olorimétrica

Superoxido intracelular (O2--). calculara la cantidad U/gr Hb y ficha de

Dismutasa La medicién de la de actividad recoleccion
actividad de esta enzima | enzimatica por cada de datos
da cuenta del estado del | gramo de
sistema de defensa hemoglobina que
antioxidante. tenga la muestra.

Edad Se define como Se calculara a partir | V. RN pre término: Razén o | Ficha de 3,4

Gestacional | semanas de vida de la fecha de su CUANTIT | <37 semanas. proporci | recoleccion
intrauterina cumplidas al | Gltima menstruacion. | ATIVA RN a término: 6n de datos
momento del parto. Por ecografia. discreta entre 38 a 41

Por medicion de la semanas.
circunferencia RN post-
cefélicay término: con >
abdominal. 41 semanas.

Peso Es la determinacion La medicién se V. RN De Ficha de 5
antropométrica mas realizara CUANTIT | macrosémico: 2 | intervalo | recoleccion
significativa, determina inmediatamente ATIVA 4000g. de datos
el buen crecimiento y después del parto, continua RN peso normal:
desarrollo del nifio y se luego de cortar el entre 2500 a
expresa en gramos. cordén umbilical. 3999 g

Se usar una balanza RN con bajo
graduada en peso: < 2.500g.
gramos.

Género Condicién de un Femenino: género V. Masculino nominal Ficha de 6
organismo que distingue | gramatical; propio CUALITAT | Femenino recoleccion
entre masculino y de la mujer. IVA de datos
femenino. Masculino: género categorica

gramatical, propio dicotomica

del hombre.
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3.4 Procedimientos y técnicas

Parte Experimental

3.4.1 Datos de la madre y el Neonato

3.4.2

La informacion se obtuvo mediante una ficha de recoleccion de datos
llenada por el investigador, donde se hizo registro de datos como la
edad gestacional de la madre, peso neonatal al momento del
nacimiento, sexo, donde se usé los criterios de exclusion que pudieran
alterar la actividad enzimatica antioxidante, como suplemento
antioxidante durante el embarazo, gestacion multiple, nacimientos con
malformaciones congénitas, sindromes cromosomicos, sindrome de
Down, complicaciones como preeclamcia, circular de cordon, diabetes
gestacional, infeccidbn o incompatibilidad sanguinea u otras

complicaciones .

Obtencién de la muestra:

a) La muestra de sangre; fue tomada a partir del cordén umbilical, de
la vena umbilical. en el momento del nacimiento por personal

debidamente capacitado. Previo consentimiento informado.

b) Se tomd 3ml de sangre de corddn umbilical por paciente usando

tubos con EDTA K3, (etilendiaminotetraacetico tripotasico) como
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3.4.3

anticoagulante, e inmediatamente homogenizado por inversion para

evitar la formacion de coagulos,

c) Se alicuota una cantidad de sangre de cordon umbilical,
previamente homogenizada, para la determinacion inmediata de la

hemoglobina por el método de Drabkin.

d) Luego se procedio a la crio preservacion inmediata del resto de la
muestra, hasta el momento de la medicidbn enzimatica a una

temperatura de 4 °C

Determinacion de la actividad de la Superéxido Dismutasa

Para determinar la actividad de la SOD, se utilizara el descrito por
Marklund y Marklund“® en (1974), en el que la generacion del radical
Superoxido esta producida por la auto oxidacion del pirogalol o acido
pirogalico en soluciones aerdbicas (que es un agente reductor muy
activo en soluciones alcalinas), el cual es catalizado por el radical

Superoéxido (O2¢*), dando lugar a la purpurogalina, compuesto amarillo

marrén que absorbe la luz a 420 nm y resulta inhibido por la enzima
SOD.

El grado de inhibicién permite evaluar la cantidad de enzima presente
en la muestra.

Se considera como una unidad de actividad de SOD, a la cantidad de

enzima que inhibe en un 50%, la reaccion de autoxidacion del pirogalol
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a 30°C y a un PH de 8,2. Esta inhibicion se mide frente a un control en

el que no existe SOD.

Para mayor exactitud en la medicion de la actividad enzimatica de la
SOD, los resultados de expresaran en unidades por gramo de
hemoglobina, (U/gr Hb), por lo que se dosara la hemoglobina por el

método de Drabkin?!,

Equipos Y Materiales

Equipos

Analizador bioquimico Fotocolorimetro semiautomatizado Dialab
Centrifuga Thermo Scientific

Balanza analitica Sartorius (Sensibilidad 0.0001 g)
Bafio Maria Gemmyco

Materiales

Tubos de 10 x 75mm

Cronometro

Pipetas y Micropipetas

Gradillas

Matraces

Reactivos:

Se preparan las siguientes soluciones:
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a)

b)

Buffer tris HCL 50 mM PH 8,2 con 1mM DPTA (diethylene
triamine pentaacetic acid)

Pirogalol 2mM disuelto en HCL, 10 mM.

Procedimiento:

Se alicuotara 0,050 mL de sangre de cordon umbilical, previamente

homogenizada para la determinacioén inmediata de la hemoglobina por

el método de Drabkin.

Cambio de absorbancia en la autoxidacion del pirogalol:

d)

Buffer Tris HCL 50 mM pH 8.2 > 0.096 mL

Se coloca a bafio Maria de 30°C por espacio del min.

Se afiade 0.040mL de pirogalol y se lee el cambio de absorbancia
a una A de 405 nm, durante 3 min.

La grafica debe tener una A A/ min de (0.020 + 10%) en la parte
lineal. este dato es el que se tomara como referencia para

determinar la autoxidacion del pirogalol y hallar la unidad SOD.

BUFFER PIROGALOL

BUFFER 0.096 mL --

PIROGALOL -- 0.040 mL

Inhibicién del cambio de absorbancia:

a) Buffer Tris HCL 50 mM pH 8.2 &> 0.092 mL

b) Muestra problema -  0.040 mL
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C) Se coloca a bafio Maria de 30°C por espacio de 1min.

d) Se afiade 0.040 mL de pirogalol y se lee el cambio de
absorbancia a una A de 420nm, durante 3 min.

e) El cambio de absorbancia de la muestra problema,
debe ser de (0.01 £ 10%),* si en caso fuera

necesario, debe diluirse la muestra.

BUFFER MUESTRA PIROGALOL

BUFFER 0.092 mL

MUESTRA -- 0.040 mL

PIROGALOL | -- -- 0.040 mL

Calculo de la actividad de SOD

Definicion de una UNIDAD SOD (USOD): una unidad corresponde a la

mitad del cambio de absorbancia por minuto, de pirogalol.

Tebricamente 1USOD - 0.01

USOD total= definicién de USOD x vol. celda

A Amp/min x vol.Mp

* Si se diluiye la muestra, afiadir el factor de dilucion.
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3.4.4 Determinacion de Hemoglobina por el Método de Drabkin:

Para la determinacion de la hemoglobina en sangre de cordon
umbilical se utiliz6 el método de la cianometahemoglobina
(hemiglobincianuro; HICN), que consiste en diluir la sangre de cordon
umbilical, en el reactivo de Drabkin (ferrocianuro potasico y cianuro
potasico). El ferrocianuro potasico del reactivo oxida las hemoglobinas,
y el cianuro potasico proporciona los iones cianuro (CN-), para de esta
forma formar hemiglobincianuro (HICN, cianometahemoglobina), que
tiene una absorbancia maxima amplia a una A de 540 nm. Siendo la
capacidad de absorcién de la solucion la que se mide en un fotometro
y se compara con el valor obtenido de la curva de calibracion realizada

con hemoglobina puray el reactivo de Drabkin*?.

En estudios previos de la determinacion de Hemoglobina en neonatos
de Lima en sangre de cordon umbilical se encontrd6 que la
concentracion de hemoglobina fue de 17.5+ 1.04 g/dl y la de

Hematocrito de 52.63 +_3.15%%.
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3.5.

Plan de Analisis de Datos

La informacion se obtuvo mediante una ficha de recoleccion de datos,
donde estan incluidas las variables secundarias como edad
gestacional, peso neonatal y sexo.

Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico SPSS
version 23 para Windows 8. El analisis descriptivo incluye el calculo de
la media y la desviacion estandar para las variables cuantitativas,
mientras que las variables cualitativas estan reportadas, mediante
tablas y gréaficos, como frecuencias y porcentajes. Asimismo, se realizo
una prueba T de Student para establecer diferencias significativas entre
la actividad SOD vy las variables cuantitativas, considerando

significativo los valores de p<0,05.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. RESULTADOS

Del estudio de la actividad enzimatica antioxidante eritrocitaria de la
Superoxido Dismutasa en sangre de cordon umbilical de neonatos nacidos en
el Hospital Lima norte 1l — “Luis Negreiros vega”; se obtuvieron los siguientes

resultados:

RECIEN NACIDOS Y LAS VARIABLES DE ESTUDIO

Clasificacion de los recién nacidos de acuerdo a la edad gestacional

Tabla N° 1: Clasificacion del recién nacido de acuerdo a su edad gestacional

Frecuencia Porcentaje Porcentaje

acumulado
Pretérmino 8 11,4% 11,4%
A termino 59 84,3% 95,7%
Postérmino 3 4,3% 100,0%

Total 70 100,0%

Fuente: Elaboracién propia

La tabla N° 1 Presenta la clasificacion de los recién nacidos segun la edad
gestacional. 8 neonatos se clasificaron como pretérmino; 59 neonatos se clasificaron
como a término y 3 neonatos como postérmino. Se observa que la mayor parte de
los neonatos naci6 entre las 38 y 41 semanas de gestacion lo que los clasifico como

a término.
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Grafico N° 1: Porcentaje de frecuencia de la clasificacion de recién nacidos segun la edad
gestacional

Los porcentajes correspondientes se muestran en el grafico N° 1.

Clasificacion de los recién nacidos de acuerdo al peso

Tabla N° 2: Clasificacion del recién nacido de acuerdo a su peso

Frecuencia Porcentaje Porcentaje

acumulado
Bajo peso 0 0,0% 0,0%
Peso normal 62 88,6% 88,6%
Macros6mico 8 11,4% 100,0%

Total 70 100,0%

Fuente: Elaboracién propia

La tabla N° 2 Presenta la clasificacion de los recién nacidos segun el peso que

tuvieron post parto. Ninguno de los recién nacidos tuvo un bajo peso; 62 de los
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recién nacidos se encontraban con un peso normal y 8 neonatos nacieron

macrosoémicos.

20
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50
40
30
20
10

—

A

11%

Bajo peso Peso normal

Macrosémico

Grafico N° 2: Porcentaje de frecuencia de la clasificacion del recién nacido seguin peso

La mayor parte de los recién nacidos tuvieron un peso normal. Los porcentajes

correspondientes se muestran en el grafico N° 2.

Datos sobre peso y talla en los recién nacidos

Tabla N° 3: Peso y talla en los recién nacidos

Peso (gr) Talla (cm)
Media 3471,64 49,41
Desviacion estandar + 410,32 +2,42
Minimo (a) 2350 38
Méaximo (a) 4370 54

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3. Muestra, lo datos de peso y talla de los 70 recién nacidos en Hospital Il
Lima Norte — “Luis Negreiros Vega”, con peso promedio de 3472 gr, con una
desviacion estandar £410 gr, un peso minimo de 2350 gr. y un maximo de 4370gr.
Asimismo, presentaron una talla promedio de 49 cm, con una desviacién estandar

de 2 cm, una talla minima de 38 cm y una maxima de 54 cm.

Clasificacion del recién nacido de acuerdo al sexo

Tabla N° 4: Clasificacion del recién nacido de acuerdo a su sexo

Frecuencia Porcentaje Porcentaje

acumulado
Masculino 39 55,7% 55,7%
Femenino 31 44,3% 100,0%

Total 70 100,0%

Fuente: Elaboracion propia

La tabla N° 4. Presenta la distribucion de los recién nacidos de acuerdo al sexo. 39
de los neonatos nacieron con sexo masculino; mientras que 31 con sexo femenino.

La mayor parte de la muestra fue del sexo Masculino.
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Grafico N° 3: Porcentaje de distribucion de los recién nacidos segun sexo.

Los porcentajes correspondientes se muestran en el grafico N° 3.

Concentracion de hemoglobina en sangre de cordon umbilical

Tabla N° 5: Concentracion de hemoglobina en sangre de cordon umbilical

Hemoglobina gr/dl
Media 15,37
Desviacion estandar +1,8
Hb minima 9,6
Hb maxima 20,5

Fuente: Elaboracion propia

La tabla N° 5 Presenta la concentracion de hemoglobina promedio en sangre de
cordon umbilical de los 70 neonatos, que fueron atendidos en Hospital Il Lima Norte

“Luis Negreiros Vega”. Los neonatos presentaron una concentracion de
hemoglobina promedio de 15,37 gr/dl, con una deviacion estandar de + 1,8 gr/dl, una

Hb minima de 9,6 gr/dl y una Hb maxima de 20,5 gr/dI.
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ACTIVIDAD SOD Y VARIABLES DE ESTUDIO

Determinacion de la Actividad enzimatica antioxidante de la Superoéxido

Dismutasa (SOD) en sangre de cordén umbilical

Tabla N° 6: Actividad SOD en sangre de cordon umbilical

USOD/g Hb
Media 3781,03
Desviacion estandar + 865,84
SOD minima 1925,76
SOD maxima 6872,08

Fuente: Elaboracion propia

La tabla N° 6 Presenta la actividad enzimatica antioxidante de la Superoxido
Dismutasa (SOD) en sangre de cordon umbilical de los recién nacidos en el Hospital
Lima-Norte Il “Luis Negreiros Vega”. La muestra presentdé una actividad SOD
promedio de 3781,03 USOD/g Hb, con una desviacion estandar de + 865,84
USOD/g Hb, una minima de 1925,76 USOD/g Hb y una maxima de 6872,08

USOD/g Hb.
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clasificacion de los recién nacidos de acuerdo a la edad gestacional

Determinacion de la Actividad (SOD) en sangre de cordén umbilical segun la

Tabla N° 7: Actividad SOD segun clasificacién de los recién nacidos de acuerdo a la edad

gestacional.

Pretérmino A término Prueba T p-valor
Muestra 8 59
Media 3394,58 USOD/g Hb ~ 3822,50 USOD/g Hb 1,212 0,238
Desviacion estandar + 460,61 + 906,05

Pretérmino Postérmino Prueba T p-valor
Muestra 8 3
Media 3394,58 USOD/g Hb ~ 4082,56 USOD/g Hb -1,828 0,105
Desviacion estandar * 460,61 + 573,23

A término Postérmino Prueba T p-valor
Muestra 59 3
Media 3822,50 UsOD/g Hb ~ 4082,56 USOD/g Hb -0,401 0,690

Desviacion estandar

+ 906,05

+ 573,23

Fuente: Elaboracion propia

La tabla N° 7 Presenta Determinacion de la Actividad (SOD) en sangre de corddn
umbilical segun la clasificacion de los recién nacidos de acuerdo a la edad
gestacional. Los que nacieron a pretérmino presentaron una actividad SOD
promedio de 3394,58 USOD/g Hb, con una deviacion estandar de + 460,61 USOD/g
Hb. Los recién nacidos a término, presentaron una actividad SOD promedio de
3822,50 USOD/g Hb, con una deviacién estandar de + 906,05 USOD/g Hb. Los
recién nacidos postérmino, presentaron una actividad SOD promedio de 4082,56

USOD/g Hb, con una deviaciéon estandar de + 573,23 USOD/g Hb. Asimismo, se
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realiz6 una prueba T de Student para establecer si existian diferencias entre la

actividad SOD segun la clasificacion neonatal por edad gestacional, encontrandose

gue no existen diferencias significativas entre los recién nacidos a pretérmino y los

recién nacidos a término (p > 0,05), entre los recién nacidos a pretérmino y los

recién nacidos postérmino (p > 0,05), asi mismo no se encontré diferencias

significativas entre los recién nacidos a término y los recién nacidos a postérmino (p

> 0,05).
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4082.56 4082.56

3822.50
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Pretémino  Atérmino

Pretémino  Postérmino Atémino Postérmino

Grafico N° 4: Valor promedio de la actividad SOD segun la clasificacion de los recién nacidos de

acuerdo a la edad gestacional

Los porcentajes correspondientes se muestran en el grafico N° 4.
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Determinacion de la Actividad (SOD) en sangre de cordon umbilical segun la

clasificacion de los recién nacidos de acuerdo al peso

Tabla N° 8: Actividad SOD segun clasificacién de los recién nacidos de acuerdo al peso.

Peso normal Macrosémico Prueba T  p-valor
Muestra 62 8
Media 3749,42 USOD/g Hb 4033,68 USOD/g Hb
-,865 0,390
Desviacion + 900,18 + 601,07

estandar

Fuente: Elaboracion propia

La tabla N° 8 Presenta Determinacion de la Actividad (SOD) en sangre de cordon
umbilical segun la clasificacion de los recién nacidos de acuerdo al peso. Los que
nacieron con peso normal, presentaron una actividad SOD promedio de 3749,42
USOD/g Hb, con una deviacion estandar de + 900,18 USOD/g Hb. Los recién
nacidos macrosémicos, presentaron una actividad SOD promedio de 4033,68
USOD/g Hb, con una deviacién estandar de + 601,07 USOD/g Hb. Asimismo, se
realizd6 una prueba T de Suden para establecer si existian diferencias entre la
actividad SOD segun la clasificacion de los recién nacidos de acuerdo al peso,
encontrandose que no existen diferencias significativas entre los recién nacidos con

peso normal y los recién nacidos macrosémicos (p > 0,05).

63



4100.00 f 4033.68

4000.00 +
3900.00 -
3749.42
3800.00 -

3700.00 -

3600.00

Peso normal Macrosdémico

Grafico N° 5: Valor promedio de la actividad SOD segun la clasificacion de los recién nacidos de

acuerdo al peso

Los porcentajes correspondientes se muestran en el grafico N° 5.

Determinacion de la Actividad (SOD) en sangre de cordén umbilical segun la

clasificacién de los recién nacidos de acuerdo al sexo

Tabla N° 9: Actividad SOD segun clasificacion de los recién nacidos de acuerdo al sexo

Masculino Femenino Prueba T p-valor
Muestra 39 31
Media 3912,36 USOD/g Hb 3615,80 USOD/g Hb
1,434 0,156
Desviacion + 1059,13 + 502,72

estandar

Fuente: Elaboracion propia



La tabla N° 9 Presenta Determinacion de la Actividad (SOD) en sangre de corddn
umbilical segun la clasificacion de los recién nacidos de acuerdo al sexo. Los recién
nacidos del sexo masculino presentaron una actividad SOD promedio de 3912,36
USOD/g Hb, con una deviaciéon estandar de £ 1059,13 USOD/g Hb, mientras que los
recién nacidos del sexo femenino presentaron una actividad SOD promedio de
3615,80 USOD/g Hb, con una deviacion estandar de * 502,72 USOD/g Hb.
Asimismo, se realiz6 una prueba T de Student para establecer si existian diferencias
entre la actividad SOD por sexo, encontrdndose que no existen diferencias

significativas (p > 0,05).
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3900.00 -
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3700.00 - 3615.80

3600.00 -

3500.00 -

3400.00
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Gréafico N° 6: Valor promedio de la actividad SOD segun la clasificacion de los recién nacidos de

acuerdo al sexo

Los porcentajes correspondientes se muestran en el grafico N° 6.
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4.2. DISCUSION DE RESULTADOS

El embarazo es una etapa de procesos oxidativos lo que constituye
una condicidn de susceptibilidad al estrés oxidativo, por lo que el
mantenimiento del balance entre la produccién de especies reactivas y
el desarrollo de la proteccién antioxidante fetal es critica'l. El periodo
perinatal, especificamente el momento del parto es donde se genera un
alto nivel de estrés oxidativo por el paso del neonato del medio hipdxico
intrauterino a un ambiente oxigenado! 12, Por lo expuesto el presente
estudio estuvo enfocado en determinar la actividad enzimatica
antioxidante neonatal de la SOD en el que se utiliz6 como muestra
sangre de cordon umbilical por ser considerada una muestra mas

representativa para tal valoracion.

Para determinar el dafio que generan las especies reactivas cuya vida
media es muy corta, se utilizan métodos indirectos ya que su
cuantificacion directa no es posible® 4. Los hematies son proclives a
las lesiones oxidativas por su conformacion de acidos grasos, oxigeno
y hemoglobina y por contener enzimas antioxidantes como la
Superéxido Dismutasa. En el presente estudio se determiné el nivel de
actividad enzimatica antioxidante de la Superoxido Dismutasa en

hematies de sangre de corddén umbilical.

En el presente estudio, los niveles de actividad SOD en los recién

nacidos a término fueron superiores al grupo de neonatos nacidos
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pretérmino; la actividad SOD en los neonatos clasificados postérmino
fue ligeramente mayor en que en el grupo pretérmino, asi mismo fue
ligeramente mayor con respecto al grupo nacido a término. Esto se
relaciona con los resultados hallados por Cafias et al ?°.en una
poblacién neonatal con bajo peso pero sin embargo con metodologia y
criterios de exclusion similares. La literatura referente a la relacion entre
el sistema de defensa antioxidante y la edad gestacional coinciden

en mencionar que la mayoria de neonatos pretérmino tienen una menor

capacidad antioxidante respecto a los que nacieron atermino3® 32,

El periodo més critico de ganancia de peso fetal se da durante el tercer
trimestre de la gestacion por lo que el estudio valoré la actividad
enziméatica de la Superdxido Dismutasa segun el peso de los
neonatos. No hallandose diferencia estadisticamente significativa entre
los recién nacidos pretérmino, a término y postérmino respecto al peso.
Aunque fue ligeramente mayor la actividad SOD en los neonatos
clasificados como macrosémicos respecto a los que tuvieron peso

normal; guardando relacién con lo hallado por Cafias et al %°.

Los valores promedio de la actividad SOD de los recién nacidos de
sexo masculino fueron ligeramente mayores que los encontrados en el
sexo femenino, de acuerdo a lo encontrado con otros autores como

Parmigiani et al %3,

Los resultados de la investigacion son generalizables para la poblacion

de estudio (validez interna); asi mismo dicha informacion puede servir
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para continuar nuevas investigaciones en nuestro pais. (Validez

externa)

En el ambito de la salud publica la importancia del estudio radica
especialmente en la prevencion de enfermedades que se podrian
manifestar a partir de la etapa neonatal, como indican los estudios

previos de la produccién de radicales libre y su efectos perjudiciales3®

32

Cabe sefialar que pese a la cantidad de articulos publicados al
respecto la escases de trabajos especificamente en sangre de corddén

de recién nacidos es escasa.
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4.3. CONCLUSIONES

Del estudio de la valoracion de la actividad enzimatica antioxidante
eritrocitaria de la Superédxido Dismutasa dada en sangre de corddn

umbilical, se concluye lo siguiente:

1. El grupo de los neonatos nacidos a término presento una
actividad SOD ligeramente elevada respecto a los nacidos
pretérmino, se observé también que en los neonatos clasificados
postérmino presentaron una actividad SOD ligeramente elevada
respecto a los neonatos nacidos pretérmino y a término
respectivamente, aunque sin diferencia estadisticamente

significativa (p >0,05).

2. Los neonatos clasificados como macrosémicos presentaron una
actividad SOD ligeramente mayor respecto a los neonatos que
tuvieron peso normal, aunque sin diferencia estadisticamente

significativa (p >0,05).

3. Los valores de actividad SOD en neonatos con sexo masculino,
fueron ligeramente mayores que los encontrados en el sexo
femenino, aunque sin diferencia estadisticamente significativa (p

>0,05).
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4.5. RECOMENDACIONES

1. Estandarizar el método para la determinacion enzimética antioxidante,
de la Superéxido Dismutasa, para permitir incorporarlo al grupo de
examenes clinicos de tamizaje neonatal, permitiendo una mejor
valoracion del estrés oxidativo que sufre el neonato al momento del

nacimiento.

2. Evaluar la respuesta enzimatica antioxidante segun el nivel de estrés
gue sufre el neonato durante el tercer trimestre, periodo en el cual el

feto adquiere la madurez de su sistema enziméatico antioxidante.

3. Evaluar la actividad enzimatica antioxidante en neonatos cuyas madres

sean tratadas con suplementos antioxidantes y sin ellos.
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ANEXO N° 1 INSTRUMENTO

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

ITEMS

OTROS DATOS

1. SIQURCIM=Noa= EXCIUSon Qus ahes B
actividad enzimatica antioxidania, coma
M=onatos cuyas madres han llevado
supkmanto antioxidaniz durante sl
emhbarszo o padercan da dishetes
gastacionsl N=onatos d= g=stscion
miltiplz, nacidas con maformadionss
congenitas, sindromss cromosdamicos,
infeccian, incompatibilidad sanguines w
otras complicacionss coma prasdamcia
wcircular d= cordon?

O =i O Mea

Z. FT=5=n1a eI n=0na10 Caraci=lEieas
fenotipicas d2 sindroma d= Down gus ko
s50ci2n 3 unincremanta en el niveldz la
actividad enzimatica antioxidan=?

O 5i OMao

<. B33 gEs1aTIonal

S=mansas

¥ PECEnTI{5=0n an=xo 52 para £3ad
g=stacional:

Paro=ntil
{PEG O

{AEG) O
{GEG) O

Q. Fe30n=nalal

grs.

(AL =TT
OM OF

Tipo d= pario:;
O Euwtécico O Distacico

Mum=ro d= embarazo:
Of=re OZdo

Embarazo d= rizsgo:
O i O Mo

Edsd d=la madre:

aos

Enfarm=dsd presxistents da la madre:

Obsarvacionss:

rFecha: i
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ANEXO 2: MATRIZ DE CONSISTENCIA

PROBLEMA OBJETIVO DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA DE :
PRINCIPAL PRINCIPAL CONCEPTUAL OPERACIONAL | VARIABLE INDICADOR VALOR INSTRUMENTO | ITEMS
¢Cuanto es la Determinar la La SOD esta Se utilizara un | Variable Unidades De Razon  |[Medicion 1,2
actividad actividad enzima se encarga | espectofotomer | Cuantitativa | internacionale espectofotométrica
enzimatica enzimatica de la reaccion de 0 para las continua S por gramos ficha de
antioxidante de la | antioxidante de la | dismutacion del mediciones y de recoleccion de
Superoxido Superoxido radical anion finalmente se hemoglobina datos
Dismutasa en Dismutasa en Superdxido calculara la U/gr Hb
sangre de cordon | sangre de corddn | intracelular (02e-). | cantidad de
umbilical enlos | umbilical enlos | La mediciondela | actividad
neonatos? neonatos. actividad de esta enzimatica por
enzima da cuenta | cada gramo de
del estado del hemoglobina
sistema de defensa | que tenga la
antioxidante. muestra.
PROBLEMAS OBJETIVOS DEFINICION DEFINICION
ESPECIFICOS | ESPECIFICOS CONCEPTUAL OPERACIONA VARIABLES
L
¢Cuanto es la Determinar la Edad gestacional, | Secalcularaa | Variable RN pre Razon o Ficha de 3,4
actividad actividad Se define como partir de la Cuantitativa | término: < 38 | proporcion | recoleccion de
enzimatica enzimatica semanas de vida fecha de su Discreta semanas. datos
antioxidante de la [ antioxidante de la | intrauterina Ultima RN a término:
Superoxido Superoxido cumplidas al menstruacion. entre 38 a 41
Dismutasa en Dismutasa en momento del parto. | Por ecografia. semanas.
sangre de cordon | sangre de cordon Por medicion RN post-
umbilical enlos | umbilical en los dela término: con >
neonatos segun | neonatos segtin circunferencia 41 semanas.
su edad su edad cefalicay
gestacional? gestacional. abdominal.
¢Cuanto es el Determinar la Peso Neonatal, Es | La medicion se | Variable RN De Ficha de 5
nivel de actividad | actividad |a determinacion realizara Cuantitativa | macrosomico: | intervalo | recoleccion de
enzimatica enzimatica antropométrica inmediatament | continua 2 4000grs. datos
antioxidante de la | antioxidante de la | mas significativa, | e después del RN peso
Superdxido SOD en sangre de | determina el buen | parto, luego normal: entre
Dismutasa en cordon umbilical | crecimiento y de cortar el 2500 a 3999
sangre de corddn | en los neonatos | desarrollo del nifio | corddn ars
umbilical de los | seglin su peso. y se expresa en umbilical. RN con bajo
neonatos segun gramos. Se usar una peso: < 2.500.
Su peso? balanza
graduada en
gramos.
¢Cuanto es el Determinar la Genero, Condicion | Femenino: Variable Masculino nominal Ficha de 6
nivel de actividad | actividad de un organismo | género Cualitativa Femenino recoleccion de
enzimatica enzimatica que distingue entre | gramatical; categorica datos
antioxidante de la | antioxidante de la | masculino y propio de la dicotomica
Superoxido Superoxido femenino. mujer.
Dismutasa en Dismutasa en Masculino:
sangre de cordon | sangre de cordon género
umbilical de los | umbilical enlos gramatical,
neonatos seguin | neonatos segtin propio del
Su género? su género. hombre.
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ANEXO N° 3: PERMISO DE ESTUDIO
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