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1 RESUMEN 
	
 

El oxígeno, necesario para la vida y los procesos metabólicos del organismo, 

puede causar daño celular y tisular por el incremento de especies reactivas del 

oxígeno, llegando a producir un estrés oxidativo. De hecho, la propia transición 

fetal neonatal (TFN)  supone un estrés oxidativo fisiológico para el feto que 

pasa de un ambiente de relativa hipoxemia, de 3,5-4,4 kPa, a 10.5 kPa en el 

momento del nacimiento, en pocos minutos. Pero este estrés oxidativo, en 

condiciones normales, es necesario para el desarrollo y funcionamiento del 

organismo. Es en otras situaciones como el nacimiento prematuro, en el que el 

sistema antioxidante no está completamente maduro, cuando se produce un 

desequilibrio y puede tener un efecto perjudicial. Además, en estos casos, es 

más probable que el recién nacido necesite un aporte suplementario de 

oxígeno para alcanzar la adaptación postnatal.  

 

Sabemos que la suplementación con altas concentraciones de oxígeno 

provoca un estrés oxidativo que puede dar lugar posteriormente a patologías 

que son muy frecuentes en el prematuro, habiéndose acuñado el término de 

“Enfermedad por radicales de oxígeno en el recién nacido”, que incluye entre 

otras el síndrome de distrés respiratorio y la displasia broncopulmonar, la cual 

sigue siendo la morbilidad más frecuente en el prematuro que sobrevive.  

 

Existen estudios en los cuales el uso de una hipoxia precondicionante minimiza 

el daño posterior producido por estrés oxidativo, favoreciendo un estado celular 

más reductor y por tanto más preparado para afrontar un desequilibrio 

posterior.  Se ha visto que protege, por ejemplo, frente a una hipoxia aguda 

mejorando la función pulmonar en ratones,  atenúa el daño pulmonar 

secundario a intervenciones quirúrgicas o mejora la capacidad de reparación 

de las células del estroma mesenquimal del pulmón.  

 

El objetivo principal de este trabajo es evaluar el efecto protector a nivel 

pulmonar de un nacimiento en condiciones de hipoxia precondicionante frente 

a un insulto hiperóxico posterior con 100% de oxígeno utilizando crías de ratón 



	 4	

recién nacidas. Para ello se utilizó un modelo experimental de TFN con ratones 

gestantes en una cámara de oxigenación controlada y se dividieron en 3 

grupos de estudio: el grupo control, Nx21/21, en el cual se produjo el 

nacimiento en aire ambiente (FiO2=0.21) y las crías se dejaron en esa 

concentración de oxigeno hasta su sacrificio a día 1 (P1) y 7 (P7); el grupo 

experimental Nx21/100, en el cual el nacimiento se produce en aire ambiente y 

a las 8 horas del nacimiento las crías fueron sometidas a un insulto hiperóxico 

(FiO2=1.0) durante 1 hora y fueron sacrificadas a día P1 y P7; y por último el 

grupo experimental Hx14/100, en el que el nacimiento se produce bajo 

condiciones hipóxicas (FiO2=0.14) y posteriormente se someten las crías a un 

insulto hiperóxico (1 hora, FiO2=1,0) para su posterior sacrificio a día P1 y P7.  

 

En el pulmón se evaluó el estrés oxidativo a través de la vía de la 

transulfuración y de los biomarcadores de daño a proteínas y lípidos en tejido 

pulmonar, así como el estado de la defensa antioxidante, inflamación y por 

último histología y niveles de apoptosis en pulmones de crías de ratón.  

 

Los resultados mostraron un aumento de la síntesis de GSH a través de la 

activación de la vía de la transulfuración por el aumento de la Cbs en el grupo 

nacido bajo condiciones hipóxicas. Además este mismo grupo mostró una 

disminución de biomarcadores de daño proteico (m-Tyr/Phe, 3Cl-Tyr/p-Tyr y 3-

Tyr/p-Tyr) y de biomarcadores de daño a lípidos (PGE2, PGF2α, 8-iso-PGE2, 8-

iso-PGF2 8-iso-15-KetoPGE2, 8-iso-15-KetoPGF2, isoprostanos totales e 

isofuranos totales). Respecto a la defensa antioxidante, la hipoxia 

precondicionante aumenta la expresión génica de la catalasa y se obtienen 

niveles bajos de peróxidos. En el grupo nacido en condiciones de hipoxia 

precondicionante no sólo observamos una mejora a nivel de estrés oxidativo, 

sino también a nivel inflamatorio ya que se obtiene la disminución de la 

expresión génica de TNF-α e interleucina 1-β (IL-1β) y un aumento de la 

expresión génica de la citoquina antiinflamatoria IL-6.  

 

Por último se analizó la histología de cortes de pulmón mediante parámetros 

morfométricos como el grosor de los septos alveolares y el MLI, y el estudio de 

muerte celular  a través del análisis de la caspasa-3 observando en general 
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que el nacimiento en condiciones de hipoxia precondicionante conservaba la 

estructura de los alveolos y producía una menor muerte celular frente el 

nacimiento en aire ambiente con posterior hiperoxia.  

 

Por tanto, podemos concluir que el nacimiento en condiciones de hipoxia 

precondicionante, podría proteger frente a un insulto hiperóxico posterior, 

causando un menor estrés oxidativo, menor inflamación y un menor daño 

tisular pulmonar. Estos resultados podrían abrir la puerta a nuevos estudios 

sobre la hipoxia precondicionante y su aplicación a nivel clínico, dada la 

importancia de mejorar la morbilidad respiratoria de los recién nacidos 

prematuros.  
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1.1 ABSTRACT 
	
 
Oxygen, necessary for life and the metabolic processes, may produce cellular 

and tissue injury due to the increase of reactive oxygen species, leading to 

oxidative stress. Indeed, the fetal to neonatal transition itself involves 

physiological oxidative stress for the fetus, which goes from an environment of 

relative hypoxemia of 3.5-4.4 kPa to 10.5 kPa at birth in a few minutes. 

However oxidative stress, under normal conditions, is necessary for the 

development and functioning of the organism. It is in other situations such as 

premature birth, where the antioxidant system is not fully mature, that an 

imbalance occurs and can have a detrimental effect. Moreover, in these cases, 

the newborn is more likely to need supplemental oxygen to achieve postnatal 

adaptation.  

 

We know that supplementation with high concentrations of oxygen causes 

oxidative stress that can subsequently lead to pathologies that are very frequent 

in the premature infant, the term "Oxygen radical disease in the newborn" 

having been coined, which includes among others, respiratory distress 

síndrome of the newborn and bronchopulmonary dysplasia, which remains the 

most frequent morbidity in the surviving premature infant.  

 

Studies have shown that the use of preconditioning hypoxia minimizes the 

subsequent damage produced by oxidative stress, favoring a more reductive 

cellular state and therefore more prepared to face a subsequent imbalance.  It 

has been shown, for example, to protect against acute hypoxia by improving 

lung function in mice, attenuate lung injury secondary to surgical interventions 

or improve the repair capacity of lung mesenchymal stromal cells.  

 

The main objective of this work is to evaluate the protective effect at the lungs 

of a birth under preconditioning hypoxia conditions versus a subsequent 

hyperoxic insult with 100% oxygen using newborn mouse pups. For this 

purpose, an experimental model of fetal to neonatal transition was used with 

pregnant mice in a controlled oxygenation chamber and divided into 3 study 



	 8	

groups: the control group, Nx21/21, in which birth occurred in room air (FiO2=0. 

21) and the pups were left in that oxygen concentration until sacrifice at day 1 

(P1) and 7 (P7); the experimental group Nx21/100, in which birth occurred in 

room air and 8 hours after birth the pups were subjected to a hyperoxic insult 

(FiO2=1. 0) for 1 hour and were sacrificed at day P1 and P7; and finally the 

experimental group Hx14/100, in which birth occurred under hypoxic conditions 

(FiO2=0.14) and the pups were subsequently subjected to a hyperoxic insult (1 

hour, FiO2=1.0) for subsequent sacrifice at day P1 and P7.  

 

In the lung, oxidative stress was evaluated through the trans-sulfuration 

pathway and biomarkers of protein and lipid damage in lung tissue, as well as 

the status of antioxidant defense, inflammation and finally histology and 

apoptosis levels in mouse pup lungs.  

 

The results showed an increase in GSH synthesis through activation of the 

trans-sulfuration pathway by increasing Cbs in the group born under hypoxic 

conditions. In addition this same group showed a decrease of protein damage 

biomarkers (m-Tyr/Phe, 3Cl-Tyr/p-Tyr and 3-Tyr/p-Tyr) and lipid damage 

biomarkers (PGE2, PGF2α, 8-iso-PGE2, 8-iso-PGF2 8-iso-15-KetoPGE2, 8-iso-

15-KetoPGF2, total isoprostanes and total isofurans). Regarding antioxidant 

defense, preconditioning hypoxia increases catalase gene expression and low 

levels of peroxides are obtained. In the hypoxia-born group we not only 

observed an improvement at the oxidative stress level, but also at the 

inflammatory level since we obtained a decrease in the gene expression of 

TNF-α and interleukin 1-β (IL-1β) and an increase in the gene expression of the 

anti-inflammatory cytokine IL-6.  

 

Finally, the histology of lung sections was analyzed using morphometric 

parameters such as the thickness of alveolar septa and MLI, and the study of 

cell death through caspase-3 analysis observing in general that birth under 

preconditioning hypoxia conditions preserved the structure of the alveoli and 

produced less cell death compared to birth in room air with subsequent 

hyperoxia.  
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Therefore, we can conclude that birth under preconditioning hypoxia conditions 

could protect against a subsequent hyperoxic insult, causing less oxidative 

stress, less inflammation and less lung tissue injury. These results could open 

up doors to new studies on preconditioning hypoxia and its application at the 

clinical level, given the importance of improving respiratory morbidity in preterm 

infants.  
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1.2 RESUM  
 
 
L'oxigen, necessari per a la vida i els processos metabòlics de l'organisme, pot 

causar lesió cel·lular i tissular per l'increment d'espècies reactives de l'oxigen, 

arribant a produir un estrés oxidatiu. De fet, la pròpia transició fetal neonatal 

(TFN) suposa un estrés oxidatiu fisiològic per al fetus que passa d'un ambient 

de relativa hipoxèmia, de 3,5-4,4 kPa, a 10.5 kPa en el moment del naixement, 

en pocs minuts. Però aquest estrés oxidatiu, en condicions normals, és 

necessari per al desenvolupament i funcionament de l'organisme. És en altres 

situacions com el naixement prematur, en el qual el sistema antioxidant no està 

completament madur, quan es produeix un desequilibri i pot tindre un efecte 

perjudicial. A més, en aquests casos, és més probable que el nounat necessite 

una aportació suplementària d'oxigen per a aconseguir l'adaptació postnatal.  

 

Sabem que la suplementació amb altes concentracions d'oxigen provoca un 

estrés oxidatiu que pot donar lloc posteriorment a patologies que són molt 

freqüents en el prematur, havent-se encunyat el terme de “Malaltia per radicals 

d'oxigen en el nounat”, que inclou entre altres la síndrome de distrés respiratori 

i la displàsia broncopulmonar, la qual continua sent la morbiditat més freqüent 

en el prematur que sobreviu.  

 

Existeixen estudis en els quals l'ús d'una hipòxia precondicionant minimitza el 

mal posterior produït per estrés oxidatiu, afavorint un estat cel·lular més 

reductor i per tant més preparat per a afrontar un desequilibri posterior. S'ha 

vist que protegeix, per exemple, enfront d'una hipòxia aguda millorant la funció 

pulmonar en ratolins, atenua la lesió pulmonar secundaria a intervencions 

quirúrgiques o millora la capacitat de reparació de les cèl·lules de l'estroma 

mesenquimal del pulmó.  

 

L'objectiu principal d'aquest treball és avaluar l'efecte protector a nivell 

pulmonar d'un naixement en condicions d'hipòxia precondicionant enfront d'un 

insult hiperòxic posterior amb 100% d'oxigen utilitzant cries de ratolí nounades. 

Per a això es va utilitzar un model experimental de TFN amb ratolins gestants 



	 11	

en una cambra d'oxigenació controlada i es van dividir en 3 grups d'estudi: el 

grup control, Nx21/21, en el qual es va produir el naixement en aire ambient 

(FiO2=0.21) i les cries es van deixar en aqueixa concentració d'oxigen fins al 

seu sacrifici a dia 1 (P1) i 7 (P7); el grup experimental Nx21/100, en el qual el 

naixement es produeix en aire ambient i a les 8 hores del naixement les cries 

van ser sotmeses a un insult hiperòxic (FiO2=1.0) durant 1 hora i van ser 

sacrificades a dia P1 i P7; i finalment el grup experimental Hx14/100, en el qual 

el naixement es produeix baix condicions hipòxiques (FiO2=0.14) i 

posteriorment se sotmeten les cries a un insult hiperòxic (1 hora, FiO2=1,0) per 

al seu posterior sacrifici a dia P1 i P7.  

 

En el pulmó es va avaluar l'estrés oxidatiu a través de la via de la transulfuració 

i dels biomarcadors de lesió a proteïnes i lípids en teixit pulmonar, així com 

l'estat de la defensa antioxidant, inflamació i finalment histologia i nivells 

d'apoptosis en pulmons de cries de ratolí.  

 

Els resultats van mostrar un augment de la síntesi de GSH a través de 

l'activació de la via de la transulfuració per l'augment de la Cbs en el grup 

nascut baix condicions hipòxiques. A més aquest mateix grup va mostrar una 

disminució de biomarcadors de lesió proteica (m-Tyr/Phe, 3Cl-Tyr/p-Tyr i 3-

Tyr/p-Tyr) i de biomarcadors de lesió a lípids (PGE2, PGF2α, 8-iso-PGE2, 8-iso-

PGF2 8-iso-15-KetoPGE2, 8-iso-15-KetoPGF2, isoprostans totals i isofurans 

totals). Respecte a la defensa antioxidant, la hipòxia precondicionant augmenta 

l'expressió gènica de la catalasa i s'obtenen nivells baixos de peròxids. En el 

grup nascut en condicions d'hipòxia precondicionant no sols observem una 

millora a nivell d'estrés oxidatiu, sinó també a nivell inflamatori ja que s'obté la 

disminució de l'expressió gènica de TNF-α i interleucina 1-β (IL-1β) i un 

augment de l'expressió gènica de la citocina antiinflamatòria IL-6.  

 

Finalment es va analitzar la histologia de corts de pulmó mitjançant paràmetres 

morfomètrics com el gruix dels septes alveolars i el MLI, i l'estudi de mort 

cel·lular a través de l'anàlisi de la caspasa-3 observant en general que el 

naixement en condicions d'hipòxia precondicionant conservava l'estructura dels 
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alvèols i produïa una menor mort cel·lular front el naixement en aire ambient 

amb posterior hiperòxia.  

 

Per tant, podem concloure que el naixement en condicions d'hipòxia 

precondicionant, podria protegir enfront d'un insult hiperòxic posterior, causant 

un menor estrés oxidatiu, menor inflamació i una menor lesió tissular pulmonar. 

Aquests resultats podrien obrir la porta a nous estudis sobre la hipòxia 

precondicionant i la seua aplicació a nivell clínic, donada la importància de 

millorar la morbiditat respiratòria dels nounats prematurs. 
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2 INTRODUCCIÓN 
	
	
 
2.1 OXÍGENO Y ESTRÉS OXIDATIVO 

 

2.1.1 METABOLISMO AERÓBICO Y FISIOLOGÍA DEL OXÍGENO 
	

 
El oxígeno se descubrió como elemento en la década de 1790, poniendo en 

conocimiento su dicotomía como elemento indispensable para la vida y a la vez 

como sustancia tóxica (1).   

 

Su toxicidad es debida a la naturaleza química ya que cada átomo de oxígeno 

posee un electrón desapareado en su orbital externo y, por tanto, el átomo de 

oxígeno es considerado un radical libre (2). El ambiente reducido del medio 

intracelular proporciona las características para que el oxígeno sufra la 

reducción univalente que es la causante de la generación de los intermediarios 

reactivos como es el radical superóxido (O2-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y 

el radical hidroxilo (OH-). Estos son los subproductos de esta reducción 

univalente, denominados especies reactivas de oxígeno (ERO) y responsables 

de la toxicidad del oxígeno (3).  

 

Los organismos multicelulares, requieren gran cantidad de energía para llevar 

a cabo sus funciones biológicas. Éstos obtienen la energía gracias a una 

eficiente combustión de los compuestos orgánicos como son la glucosa, 

aminoácidos y ácidos grasos, los cuales son degradados por oxidación 

mediante un conjunto de reacciones químicas en el proceso denominado 

respiración celular que tiene lugar en las mitocondrias (4). Por tanto, la 

obtención de energía requiere la presencia de oxígeno. 

 

Una vez producida la oxidación de las diferentes biomoléculas mediante la 

glucólisis, b-oxidación o desaminación oxidativa se obtiene piruvato que dará 

lugar a el acetil-CoA. Este entra en el ciclo de Krebs y durante este ciclo se 
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generan precursores para ciertas biomoléculas y se produce fosforilación a 

nivel de sustrato dando lugar a ATP, NADH y FADH2.  

 
A continuación, tendrá lugar la fosforilación oxidativa, en este proceso se 

oxidan los equivalentes reductores transfiriendo sus electrones al oxígeno y la 

energía resultante se emplea para bombear protones desde la matriz 

mitocondrial hasta el interior de las crestas mitocondriales, para dar lugar a la 

fuerza protón-motriz. Cuando este se disipa a través del retorno a la matriz de 

los protones a través de la ATP sintasa, la energía almacenada se emplea para 

fosforilar el ADP con un grupo fosfato para formar ATP.(5) 

 

La cadena respiratoria está formada por tres complejos de proteínas 

principales (complejo I, III, IV), y varios complejos auxiliares, utilizando una 

variedad de donantes y aceptores de electrones. Los tres complejos se asocian 

en supercomplejos para canalizar las moléculas transportadoras de electrones, 

la coenzima Q y el citocromo c, haciendo más eficiente el proceso.(6) La 

citocromo c oxidasa, también conocida como complejo IV, es el complejo final 

de proteínas en la cadena de transporte de electrones (7). Esta enzima media 

la reacción final en la cadena de transporte de electrones y los transfiere al 

oxígeno, mientras bombea protones a través de la membrana. 

Por tanto, estos equivalentes reductores en la cadena respiratoria se 

transportan hacia su reacción final con el oxígeno, que funciona como aceptor 

de electrones, para formar agua; en ella tendrá lugar la fosforilación oxidativa 

mediante el cual la energía libre liberada se atrapa como fosfato de alta 

energía para formar ATP. 

 

En condiciones normales el 98% del oxígeno, se reduce de manera completa 

hasta formar agua. Un pequeño porcentaje de los electrones se escapan, 

produciéndose una reducción parcial y liberando radicales libres y se forman 

las EROs anteriormente nombradas como son el anión superóxido (O2-), 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (OH-) (8)(9).  
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Durante este proceso la eficiencia del metabolismo aeróbico es 

significativamente mayor que el metabolismo anaeróbico, así, 1 molécula de 

glucosa producirá 32-36 moléculas de adenosina 5´-trifosfato (ATP) en 

presencia de oxígeno, pero solo 2-4 moléculas sin la presencia del mismo. Así, 

la eficiencia energética del metabolismo aeróbico es 16-18 veces mayor (8). 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema de la combustión de los nutrientes para la obtención de energía. 

Los nutrientes captados por la célula convertidos a Acetil-CoA para ser metabolizado en el ciclo 

de Krebs. Los electrones liberados son transportados a la cadena de transporte electrónico 

mediante el NAD y el FAD, para la posterior producción de ATP, siendo el O2 el último aceptor 

de electrones (10). 
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2.1.2 RADICALES LIBRES 
 

Los radicales libres son especies atómicas o moleculares capaces de existir de 

manera independiente y que contienen uno o más electrones desparejados en 

sus órbitas moleculares. Son capaces de oxidar membranas celulares, 

estructuras y funciones proteicas y ácidos nucleicos(9). Como se ha dicho 

anteriormente, aunque el oxígeno también tiene 2 electrones desapareados, no 

es un radical libre, sin embargo, reacciona rápidamente con otros radicales, 

formando nuevos radicales libres mucho más reactivos. (11) 

 
El rango de daño molecular producido a las principales biomoléculas por los 

radicales libres es bastante amplio desde la nitración y peroxidación lipídica, 

nitración y oxidación proteica, depleción de grupos tioles en proteínas, nitración 

e hidroxilación a nucleótidos, rotura de la hebra de ADN y formación de 

puentes de ADN. Además, en situaciones de mayor estrés como son la 

hipoxia-reperfusión, la inflamación o la hiperoxia prolongada, los radicales 

libres pueden inducir la apoptosis y necrosis celular. (12) 

 

En referencia a las EROs, el H2O2 no es un radical libre, ya que no tiene ningún 

electrón desparejado en su órbita, actúa como molécula esencial en la 

comunicación intercelular y como regulador de procesos celulares redox.(13) 

Aun así, el H2O2 es un precursor de radicales libres. Iones metálicos como el 

Fe2+, el Fe3+ o el Cu++, reaccionan con el H2O2 generando OH- (reacción de 

Fenton). (11) 

 

En presencia de óxido nítrico (ON), los radicales libres derivados del oxígeno, 

reaccionan formando especies reactivas de nitrógeno (ERNs) como el 

peroxinitrito (ONOO-). ONOO- oxida proteínas formado proteínas nitradas, lo 

cual puede hacer que pierdan o aumenten actividad. También puede interferir 

en mecanismos de señalización (14). ONOO-  también oxida ácidos grasos 

insaturados de las membranas biológicas, confiriéndoles potentes actividades 

biológicas (15). Y, por último, también puede atacar al ADN, dando lugar a 

productos oxidados de las bases del ADN, como la 8-hidroxi-2-deoxiguanosina 

(8-OHdG) o la 8-nitroguanina (16).  
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Tanto los EROs como los ERNs son potentes agentes oxidantes y reductores 

que sustraen electrones de las moléculas de su alrededor, alterando su 

estructura y función y convirtiéndolas a su vez en radicales libres. (11) Además, 

son capaces de poner en marcha respuestas proinflamatorias en las células 

(17), promoviendo la activación de factores como el factor nuclear kappa B 

(NF-κB), TNF-α, IL1β, Il-6, IL-8, TGFβ o el VEGF (18), lo cual incrementa el 

daño a tejidos derivado de la inflamación, la alteración de la permeabilidad 

vascular y el edema.  

 
Sin embargo, los EROs también tienen importantes propiedades en la defensa 

contra los microorganismos, pueden actuar como sustancias señalizadoras y 

en los procesos redox controlando el crecimiento y el desarrollo (3). Por 

ejemplo, O2- y sus derivados son utilizados por los fagocitos para destruir 

bacterias. También el H2O2, al reaccionar con el Fe2+ (reacción de Fenton) o 

con O2-  (por el mecanismo Haber-Weiss) puede formar el OH- que es un 

potente oxidante antibacteriano. (11) 

 

En general los radicales libres tienen una vida media muy corta, a veces menor 

a un segundo. El OH- es el más reactivo, pero de vida media muy corta y no es 

selectivo con los compuestos con los que reacciona. Por otro lado, el O2- es 

menos reactivo y más selectivo, puede reaccionar con otro O2- formando H2O2, 

o reaccionar con óxido nítrico ON para formar ONOO-, un oxidante muy 

potente. En cambio, H2O2 es destruido rápidamente por enzimas antioxidantes 

(catalasa, glutatión peroxidasa), como explicaremos en el siguiente apartado. 

(11) 
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2.1.3 DEFENSA ANTIOXIDANTE 
 
 

Los organismos multicelulares han desarrollado mecanismos defensas para 

poder seguir evolucionando. Concretamente, hay 2 tipos de defensa 

antioxidante, enzimática y no enzimática. Éstas, pueden estar presentes en el 

interior de las células o en el espacio intersticial, y son capaces, en condiciones 

normales, de equilibrar la formación de ERO y mantener el equilibrio redox. (9) 

 

En cuanto a la defensa enzimática, las principales enzimas antioxidantes que 

encontramos son la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la 

glutatión peroxidasa (GPx) (19) La actividad de estas enzimas, SOD, CAT y 

GPx, tiene lugar en las últimas semanas de gestación, son las que preparan al 

feto para la respiración pulmonar y para hacer frente a los cambios de oxígeno 

(20). La SOD, pertenece al grupo de las ubiquitinas, es la encargada de 

catalizar la dismutación de O2- a H2O2 y es degradada por las peroxidasas 

como podemos ver en la figura 2 Podemos encontrar tres tipos de SOD, SOD1 

citoplasmática, SOD2 mitocondrial y SOD3 extracelular.(8) 

 

Por otro lado, CAT es una enzima antioxidante citosólica localizada 

principalmente en los peroxisomas que cataliza la dismutación de H2O2 en O2 

(Figura 2) (21). CAT actúa cuando los niveles de H2O2 son bajos. Con mayores 

concentraciones de la misma, la GPx es la responsable de detoxificar H2O2. En 

este proceso el glutatión reducido (GSH) se oxida a glutatión oxidado (GSSG), 

el cual vuelve a ser reducido por la glutatión reductasa usando NADPH como 

cofactor. (11)  
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Figura 2. Esquema de formación de los EROs a partir del oxígeno y enzimas que 

participan en su detoxificación. O2: Oxígeno, H2O2: peróxido de hidrógeno, OH-: radical 

hidroxilo, O2
-: anión superóxido, NO: oxido nítrico, ONOO-: peroxinitrito, , SOD: superóxido 

dismutasa, TRx: tiorredoxinas, PRx: peroxirredoxinas, CAT: catalasa, GPx: glutatión 

peroxidasa, GSH : glutatión reducido, GSSG: glutatión oxidado(9). 

 
Como podemos observar en la Figura 2 un incremento de las enzimas SOD y 

CAT reflejan una reacción antioxidante para neutralizar una situación 

prooxidante (22). Además de estas, hay otras enzimas antioxidantes, las 

peroxirredoxinas (Prxs) que forman parte de la familia de peroxidasas, en las 

cuales la cisteína se oxida durante la reducción de peróxidos. Podemos 

encontrar diversos tipos de peroxirredoxinas en el organismo distribuidas en 

distintas localizaciones, como por ejemplo en los eritrocitos, en las células β del 

páncreas, macrófagos o neumocitos.  Miembros de la subfamilia de las 

peroxirredoxinas pueden ser inactivadas en condiciones de hiperoxidación en 

ácido sulfínico durante la catálisis y son reactivadas vía ATP en una reacción 

catalizada por la sulfirredoxina (Srx), que es la enzima que regula la reversión 

de la hiperoxidación. Ésta, también para revertir la glutationilación por la 

catalización de la reacción de la deglutationilación. Actúa solo en miembros 

específicos de la subfamilia de las peroxirredoxina, llamadas comúnmente 

como 2-Cys peroxirredoxinas (23).  
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Además, de todas las enzimas nombradas, también tenemos compuestos 

capaces de neutralizar ERO y radicales libres. El antioxidante más abundante 

en el citoplasma de las células es el glutatión (GSH), un tripéptido compuesto 

de γ-glutamina, L-cisteína y glicina. Esta molécula de GSH se combina con otro 

GSH dando lugar a glutatión oxidado (GSSG), que contiene 2 electrones que 

son capaces de neutralizar a los radicales libres. GSSG se reduce otra vez a 

GSH por la glutatión reductasa (GSH-reductasa) utilizando electrones del ciclo 

de Krebs provenientes de la NADPH (forma reducida de NADP).  

 

 

 
 

	
Figura 3. A. Ciclo del gamma-glutamilo de formación del glutatión y B. Ciclo de oxido-

reducción del GSH a GSSG por el que se neutralizan los radicales libres. GSH: glutatión 

reducido. GSSG. Glutatión oxidado.(24) 

 
 
 
La cantidad de GSH disponible, puede verse afectada o bien por la síntesis 

novo del GSH, por la falta de precursores o bien por la alta oxidación del GSH. 

La síntesis de GSH se produce en el citosol de todas las células a partir de sus 

aminoácidos precursores: glicina, cisteína y ácido glutámico. La síntesis se 

produce por la acción consecutiva de dos enzimas: glutamato cisteína ligasa 

(GCL) y glutatión sintetasa (GS). En una primera reacción, la enzima glutamato 

cisteína ligasa usa como sustratos a los aminoácidos glutamato y cisteína y 
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forma el dipéptido y-L-glutamilcisteína que en una segunda reacción es 

combinado con glicina en la reacción catalizada por la enzima glutatión 

sintetasa formando GSH. El ATP actúa como co-sustrato para ambas 

enzimas.(25) 

 

En condiciones fisiológicas normales, la tasa de síntesis de GSH se encuentra 

determinada en gran parte por dos factores: Uno de ellos es la actividad de 

Glutamato cisteína ligasa (GCL) y el otro es la disponibilidad del sustrato 

cisteína (26).  

La síntesis, el transporte y el catabolismo del GSH se producen en una serie de 

pasos enzimáticos y transportes de membrana que colectivamente se 

denominan ciclo y-glutamil (27). (FIGURA  3A) 

 

Otra vía que da lugar al GSH y relevante en la regulación del equilibrio redox 

en las células es la vía de la transulfuración (Figura 4). En los mamíferos, es la 

única vía de síntesis de cisteína. A partir de la cisteína, y como hemos 

comentado previamente, se forma el GSH(28) . Además en esta vía tiene lugar 

la formación del  ácido sulfídrico (H2S), molécula gaseosa de señalización, que 

juega un papel importante en la señalización de diferentes procesos del 

organismo (29). 
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Figura 4. Vía de la transulfuración de síntesis de GSH 

 
Otros antioxidantes no enzimáticos son proteínas que se unen a metales de 

transición como la transferrina o la ceruloplasmina; o moléculas que bloquean 

radicales libres como el ácido úrico y la bilirrubina y algunas vitaminas como la 

A, la E y la C.(9)  

 

 

La vitamina E que es lipofílica, se localiza en la membrana celular, y reacciona 

con el lipoperóxido producido en la peroxidación lipídica. Sin embargo, la 

vitamina C, que es hidrosoluble, reacciona rápidamente con una gran variedad 

de EROs, incluido el O2
- y el OH-, formando el radical ascorbato, que reacciona 

con otro radical ascorbato y forma dihidroasocrbato y ascorbato. El ascorbato 

es por tanto un antioxidante citosólico. (11) 
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En el recién nacido prematuro, cuando se produce un daño tisular a nivel 

pulmonar suele ser causado principalmente por los radicales libres tanto por 

ERO como ERN debido a la falta de maduración del propio sistema 

antioxidante y al estrés oxidativo al que son sometidos para alcanzar la 

adaptación postnatal. (8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	 25	

2.1.4 ESTRÉS OXIDATIVO 
 

 

Cuando hablamos de estrés oxidativo, nos referimos al desequilibrio que se 

produce en un organismo cuando la formación de radicales libres sobrepasa su 

capacidad de neutralizarlos (30). También puede defenirse como el resultado 

de un desequilibrio a nivel celular y/o en tejidos, entre sustancias prooxidantes 

y sustancias antioxidantes, a favor de las prooxidantes. (11) 

 

El estrés oxidativo puede ser fisiológico, como ocurre en la propia transición 

fetal-neonatal (TFN) e incluso necesario para la activación y maduración de 

algunas vías metabólicas. Pero también,  en exceso y bajo determinadas 

circunstancias como puede ser la prematuridad puede ser patológico, 

causando daño a estructuras y alterando la función de sistemas biológicos (31) 

 

El estrés oxidativo puede deberse a una disminuida defensa antioxidante o 

bien por niveles bajos de antioxidantes o a una capacidad disminuida de 

respuesta de las enzimas antioxidantes, incluso puede ser debido a defectos 

en los genes que regulan a los mismos. Pero también, el estrés oxidativo 

puede ser causado por un incremento en la concentración de oxígeno, por 

sustancias tóxicas, por radiación, entre otras (32).Situaciones como la 

hiperoxia, la reperfusión, o la inflamación también pueden aumentar la 

generación de ERO causando un gran daño al recién nacido y en especial al 

prematuro. Los procesos de hipoxia-reperfusión(como ocurre en las situaciones 

de asfixia perinatal (AP) con posterior reanimación) causan daño tisular, 

llamado daño por reperfusión, siendo responsables de este daño los radicales 

libres que se generan en esa reperfusión (33). 
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2.1.5 BIOMARCADORES DE ESTRÉS OXIDATIVO  
 

 

Los biomarcadores son metabolitos que se pueden medir de manera objetiva 

en el laboratorio en diferentes fluidos biológicos como plasma, orina o líquido 

cefalorraquídeo, los cuales ayudan a entender e interpretar el estado del 

organismo frente a ciertas patologías (34). En el caso de la prematuridad el 

análisis de estos biomarcadores permite entender el grado de oxidación y si 

hay posible activación de la defensa antioxidante. Por tanto, son de gran 

importancia el estudio y conocer sus valores de referencia para la prevención 

de enfermedades causadas en la prematuridad por el daño oxidativo que se 

produce (13). 

 

Los biomarcadores más extendidos en neonatología nos proporcionan 

información sobre daños a las principales biomoléculas como son los lípidos, 

ácidos nucleicos, o proteínas (35) En el recién nacido, y aún más el recién 

nacido prematuro, la accesibilidad a toma de muestras de sangre, así como el 

volumen sanguíneo son limitados. Además, éticamente, es preciso minimizar 

los procesos dolorosos a los que son sometidos. Es por ello que se han 

buscado biomarcadores como los medibles en orina que son de gran ayuda 

para evaluar su estado oxidativo, (13) (36) así como procedimientos en los que 

sea necesaria una muy pequeña cantidad de sangre, como los que analizan 

biomarcadores a través de cromatografía líquida de alta eficacia acoplada a 

espetrometría de masas (UPLC)-MS/MS (37) (38). 

 

2.1.5.1 Marcadores de daño a proteínas 

 
Uno de los biomarcadores más estudiado es el del daño a proteínas. La 

oxidación y nitración de las proteínas puede alterar el sistema enzimático redox 

y por tanto la detoxificación de los ERO/ERN. Además la nitración de las 

proteínas participa en la funciones celulares como la respuesta inflamatoria y la 

apoptosis (39). En condiciones fisiológicas la L-fenilalanina (Phe) es oxidada a 

L-paratirosina (p-Tyr) mediante la acción de la fenilalanina hidroxilasa (40). Sin 

embargo, en condiciones patológicas, la oxidación espontánea de la 
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fenilalanina a paratirosina en presencia de OH puede llevar a la producción de 

L-ortotirosina (o-Tyr) y L-metatirosina (m-Tyr) (Figura 5). Además, el ataque de 

EROs como el ONOO- o el ácido hipocloroso (HClO) puede atacar 

directamente a la p-Tyr produciendo la oxidación de ésta y dando derivados 

como la 3-nitrotirosina (3NO2-Tyr) o la 3-clorotirosina (3Cl-Tyr) 

respectivamente (Figura 5) (41). 

 

 

 

 

 

	
Figura 5. Daño a proteínas por estrés oxidativo. Derivados del daño a la fenilalanina.  

 
 
 

2.1.5.2 Marcadores de daño al ADN 

 
En cuanto al daño oxidativo al ADN, las bases nitrogenadas de los nucleótidos, 

purinas (adenina y guanina) y las pirimidinas (citosina y timina),reaccionan con 

el radical hidroxilo dando lugar a compuestos específicos. Además otros 

radicales libres, NO- y O2-, reaccionan también con las bases nitrogendas  del 

ADN. Concretamente, El OH- se añade a la posición C-8 de la guanina y forma 

la 8-OH-guanina (8-hidroxiguanina). El daño al ADN puede causar mutaciones 

que, si no son reparadas, pueden cambiar la expresión génica proteica (16).  
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2.1.5.3 Marcadores de daño a lípidos 

 

Otros de los biomarcadores que son muy relevantes en el campo de la 

neonatología son los isoprostanos y isofuranos. Estos, han sido estudiados 

como marcadores de lesión de sustancia blanca cerebral en prematuros y 

también en la evaluación del ductus arterioso persistente (42)(43). Son 

marcadores de estrés oxidativo, concretamente de daño a lípidos, evaluando la 

peroxidación de los ácidos grasos insaturados (PUFA) (44). El daño oxidativo a 

lípidos se conoce como peroxidación o lipoperoxidación (LPO). La LPO no 

enzimática ocurre en tres pasos. En primer lugar, ERO como el OH- ataca a los 

PUFA generando radical lipídico, este reacciona con el O2 y forma un peroxil 

radical que puede reaccionar con otro PUFA y generar otro radical lipídico y un 

hidroperóxido lipídico. Finalmente, tras una serie de reacciones con radicales 

libres, se finaliza con la generación de productos no radicales (NRPs) (38). 

 

2.1.5.4 Otros marcadores de estrés oxidativo 

 
Además de estos biomarcadores, existen factores de transcripción que se 

activan según nos encontremos en condiciones de hipoxia o de hiperoxia. Uno 

de los factores más conocidos es el factor inducible por hipóxia 1 (HIF-1) que 

es el máximo regulador para que las células se adapten a la respuesta frente a 

la hipoxia (45). Además de CREB, NFkB, AP-1 y P53. Estos factores regulan la 

expresión de los genes en respuesta a cambios en la concentración de oxígeno 

y derivados de EROs (46). También, la hipoxia estimulará el desarrollo vascular 

(angiogénesis), no sólo por la activación de HIF, si no por el factor de 

crecimiento vascular endotelial (VEGF) responsable del crecimiento vascular y 

tisular.  

 

Se conocen además otros biomarcadores, como son los marcadores de 

inflamación, TNF-a y IL-1b que son indicadores de un proceso proinflamatorio. 

Se trata de pirógenos endógenos los cuales, contribuyen a la leucocitosis por 

liberación de neutrófilos de la medula ósea e inducen a la producción de otras 

citoquinas (47).  
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2.2 EL OXIGENO EN LA VIDA FETAL.  
	
	
 
La vida fetal se desarrolla en un ambiente de relativa hipoxia, cuando lo 

comparamos con la vida extrauterina. La presión parcial de oxígeno (PaO2) 

intraútero es de 3,5-4,4 kPa (25-35 mmHg), mientras que en los adultos es 

11,5-13.0 kPa (80-90 mmHg) (48).  

 

La oxigenación en el feto depende de los gradientes de presión entre sangre 

materna, placenta, sangre fetal y sus tejidos. Además, se ha demostrado que la 

concentración de oxígeno en la placenta varía a lo largo de las semanas de 

gestación, de manera que en las primeras semanas (antes de la semana 12), 

cuando el feto es muy sensible a el estrés oxidativo, la PaO2 es de 18-20 

mmHg, y luego aumenta hasta un pico máximo de 60 mmHg en las semanas 

14-16, volviendo luego a descender hasta valores en torno a 40 mmHg en la 

semana 36. (13) (49)  

 

Esta baja concentración de oxígeno en la placenta y el feto es necesaria para 

el desarrollo de los mismos, ya que gracias a ello se estimula la angiogénesis, 

a través de la regulación transcripcional y post transcripcional de factores de 

crecimiento como los factores de crecimiento endotelial (VEGFs), la 

eritropoyetina (EPO), factor de crecimiento placentario (PGF) y angiopoyetinas 

1 y 2. (9)  

 

El más importante regulador de la respuesta celular a la hipoxia es el HIF-1 

como he nombrado anteriormente. Se trata de una proteína heterodimérica 

compuesta por una subunidad (1β) que esta expresada constitutivamente y 

otra subunidad (1α) cuya expresión está regulada por el oxígeno. En 

condiciones de normoxia, la subunidad 1α es sintetizada e hidroxilada, pero en 

condiciones de hipoxia se pierde dicha hidroxilación permitiendo que HIF-1 se 

una a su secuencia de reconocimiento del ADN, aumentando la transcripción 

de genes. En situaciones de hipoxia intermitente, la actividad de HIF-1 también 
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se induce, pero a través de diferentes mecanismos que el comentado para la 

hipoxia continua (50). 

 

La actividad de HIF-1, estimula la eritropoyesis regulando la expresión de 

múltiples genes, entre ellos los de la transferrina, ceruoplasmina y además 

activa la transcripción de los receptores de la EPO. (4) 

 

Por tanto, el aumento de la PaO2 en el feto y la placenta es coincidente con la 

fase de desarrollo fetal más lento, con una menor tasa de división celular, 

proliferación y vascularización, en comparación con las primeras 12 semanas. 

Sin embargo, a pesar de la diferencia entre PaO2 en el feto y en el adulto, los 

tejidos fetales reciben una carga de oxígeno similar a los tejidos adultos. Ello 

es debido a la presencia de la hemoglobina fetal con una mayor afinidad por el 

oxígeno. Además, el gasto cardiaco fetal es mucho más elevado, alcanzando 

valores de 250-300 ml/kg/min, permitiendo la llegada de un mayor flujo a los 

tejidos. Y, gracias a shunts intra y extracardiacos, la sangre que proviene de la 

placenta, se dirige sobretodo a los órganos con más demanda, como son el 

corazón y el cerebro. (51) 

 

Según las células crecen y proliferan, su consumo de oxígeno aumenta y la 

actividad de HIF-1 se induce y coordinadamente activa la transcripción de 

múltiples genes que codifican factores de crecimiento angiogénicos y 

citoquinas, incluyendo VEGF, SDF-1, PLGF, angiopoyetina 1 y 2 , y factor de 

crecimiento plaquetar B. Siendo por tanto HIF-1 el principal regulador de la 

angiogénesis a múltiples niveles.  Además, a nivel de metabolismo energético, 

la principal tarea de HIF-1 es establecer, con cualquier concentración de 

oxígeno, el balance óptimo entre metabolismo oxidativo y glicólisis para 

maximizar la producción de ATP sin aumentar los niveles de EROs. (4) 

 

Algunas patologías maternas pueden causar hipoxia fetal como son la  

preeclampsia, obesidad y diabetes gestacional, las cuales puede causar 

hipoxia crónica en el feto, tanto de causa vascular como metabólica. A pesar 

de que, en condiciones fisiológicas, el feto está sometido a estrés oxidativo y 

nitrosativo, necesario como hemos dicho para la activación de vías 
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metabólicas, estos fetos tienen mayor riesgo de tener estrés oxidativo y 

nitrosativo causándoles complicaciones. (51)  

 

Por tanto, La hipoxia, como venimos comentando, es esencial para el 

desarrollo durante la vida fetal. Es por este motivo que, el nacimiento 

prematuro altera este delicado mecanismo regulatorio, el desarrollo y la 

diferenciación en general de los tejidos, pero especialmente aquellos como el 

pulmón, el intestino, la retina o el sistema nervioso central (13).  
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2.2.1 LA MADURACIÓN DEL SISTEMA ANTIOXIDANTE 
 

 

La TFN que se produce en el nacimiento a un ambiente relativamente 

hiperóxico, hace necesario que el pulmón fetal se desarrolle y se prepare para 

afrontar este cambio con suficientes defensas antioxidantes para prepararlo 

para la citotoxicidad inducida por el oxígeno cuando se inicien las primeras 

respiraciones.  

En estudios realizados en animales, ponen de manifiesto esta “preparación 

para el nacimiento” que se produce en el pulmón fetal (52)(53). En ellos se 

pudo observar cómo hay una rápida elevación de los niveles de enzimas 

antioxidantes (SOD, CAT, GPX) en el 10-15% final de la gestación, y, 

paralelamente, un rápido aumento de la síntesis de surfactante durante ese 

final de la gestación. El aumento de la actividad enzimática pudo medirse como 

un +150% para la SOD, un +200% para la CAT, y un 175% para la GPX. El 

contenido en surfactante se incrementa al final de la gestación un 250%. (53) 

Este aumento de la actividad del sistema antioxidante al final de la gestación 

forma parte de la normal maduración pulmonar.  

 

Además, durante esta etapa, se produce el paso de antioxidantes no 

enzimáticos a través de la placenta. Se ha visto demostrado que el surfactante 

pulmonar contiene cantidades significativas de SOD y CAT, previniendo de esa 

manera la peroxidación lipídica y la inactivación del surfactante a causa de los 

EROs. (31)  

 

Cuando se produce el parto prematuro, los niveles de antioxidantes tanto 

enzimáticos como no enzimáticos, estarán reducidos y, por tanto, su capacidad 

de defensa contra el daño inducido por ERO será menor. Además, su 

capacidad para aumentar la síntesis de antioxidantes en respuesta a la 

hiperoxia u otros elementos oxidantes es deficiente debido a su inmadurez. 

(31) 
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A ello se suma a que con mayor probabilidad van a necesitar reanimación en el 

momento del nacimiento, con concentraciones de oxígeno por encima de 21%, 

y esto hace que tengan con mayor riesgo de daño asociado al estrés oxidativo. 

(31) 

 

En un estudio (54) realizado en recién nacidos a término y pretérmino, se vió 

que la 8-OHdG era significativamente mayor en prematuros, además de 

encontrar una reducción significativa de la actividad de SOD y GPx.  

La actividad de SOD que esta aumentada en los neumocitos tipo II durante el 

desarrollo fetal, como una manera de proteger del daño oxidativo y favorecer 

su desarrollo, pero estudios han demostrado que no aumenta su expresión en 

los recién nacidos prematuros en respuesta a la exposición a EROs, haciendo 

más susceptible a ese pulmón del daño oxidativo. (55) (56) 

 

En este sentido, a nivel clínico los corticoides antenantales son administrados a 

las gestantes ante la posibilidad de un parto prematuro, ya que está 

demostrado que aceleran el desarrollo pulmonar. Estudios han demostrado que 

los prematuros de madres tratadas con corticoides tienen una mayor actividad 

de SOD, CAT, GPx, glutatión reductasa y glutatión-S-transferasa. (57) 
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2.2.2 FASES DESARROLLO PULMONAR 
 
Las fases del desarrollo pulmonar que son comunes en las diferentes especies 

animales son 5: embrionaria (formación de brotes de pulmón), pseudoglandular 

(ramificación), canalicular (formación de sacos epiteliales y aparición de 

capilares), sacular (formación de alveolos e inicio de la producción de 

surfactante) y alveolar (maduración de los alveolos); aunque la duración de 

cada fase y su relación con la edad gestacional difiere entre las diferentes 

especies (58). 

 

Los recién nacidos prematuros en la especie humana nacen durante la fase 

canalicular-sacular, por lo que la ramificación y la diferenciación alveolar no 

esta completa (59). 

 

La mayoría de los modelos de daño pulmonar por hiperoxia en recién nacidos 

(en especial los modelos de displasia broncopulmonar) usan ratones o ratas, 

puesto que ambas especies nacen en la fase sacular, caracterizada por el 

inicio de la producción de surfactante y el final de la dilatación de las vías 

aéreas y su vascularización (60).  

 
En ratones en concreto esta fase sacular se completa el día 5 tras el 

nacimiento. A pesar de que nacen en esta fase, los ratones no desarrollan 

distrés respiratorio al nacimiento puesto que tienen suficiente surfactante; esto 

podría compararse con un prematuro humano en el que la madre haya recibido 

corticoides antenatales, que han demostrado que aumentan la producción de 

surfactante en el feto (61). 

 

Como podemos ver en la figura 6 un ratón a G 17,5 días correspondería con un 

recién nacido prematuro de 26 semanas de edad gestacional, P0-1 podría 

corresponder con un prematuro tardío de 30-35 semanas de edad gestacional 

y P7 correspondería con el recién nacido a término. 
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Como podemos ver en la imagen también, el nacimiento prematuro, interrumpe 

el “reloj” molecular de desarrollo del pulmón, dando lugar a diversas patologías 

que se mantienen hasta la edad adulta (58) 

 

 

 

	
Figura 6. Cronología de las cinco fases del desarrollo pulmonar en ratones y 

humanos (58). 
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2.3 LA TRANSICIÓN FETAL NEONATAL  
	
 
En el momento del nacimiento y con el inicio de la primera respiración, se 

producen cambios muy importantes tanto a nivel cardiopulmonar como a nivel 

metabólico. Las resistencias vasculares pulmonares caen, los shunts intra y 

extracardiacos se cierran. Por tanto, el gasto cardiaco ventricular derecho se 

redirige a los pulmones para obtener el oxígeno. A nivel fetal, la PaO2 aumenta 

de manera súbita de los 40-50 mmHg intraútero a 70-80 mmHg en los primeros 

5-10 minutos de vida, cuando el feto pasa a respirar aire ambiente con una 

concentración de oxígeno del 21%. Este incremento en la PaO2, va a causar un 

estrés oxidativo que es fisiológico. (13) (62) 

 

Como se ha explicado previamente, la expresión de enzimas antioxidantes y la 

disponibilidad de antioxidantes no enzimáticos, aumentan hacia el final de la 

gestación, preparando al feto para este momento.  

 

Diversos estudios animales han puesto de manifiesto este estrés oxidativo que 

se produce en el momento del nacimiento, demostrando, además, si se realiza 

una reanimación con una mayor concentración de oxígeno, este estrés 

oxidativo es mucho mayor. Por ejemplo, en un estudio experimental en el que 

se midió el ratio GSH/GSSG en hepatocitos, se vio que estaba 15-20 veces 

aumentado en el neonato en comparación con el feto, debido a un aumento 

exponencial de GSSG, indicando un estado pro-oxidante. (63) 

 

A nivel clínico, el color ha sido usado tradicionalmente para evaluar el estado 

de oxigenación durante la transición fetal-neonatal, a través del test de Apgar. 

Sin embargo, los estudios realizados en recién nacidos a término sanos, 

demuestran que no alcanzan una saturación de oxígeno mayor del 90% hasta 

varios minutos después de clampar el cordón umbilical. Algunos bebés solo 

necesitan 2-3 minutos, pero otros tardan más de 10 minutos en alcanzar 

saturaciones de oxígeno por encima de 90%, por lo que hay una gran 

variabilidad interindividual. (64)  
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Basándose en 3 bases de datos de registro de saturación de oxígeno en los 

primeros 10 minutos de vida de recién nacidos a término y pretérmino que no 

precisaron reanimación, se elaboró un nomograma que publicó la Academia 

Americana de Pediatría en su guía para la reanimación, en la que se estableció 

una saturación de oxígeno objetivo de 60-65% en el primer minuto, de 65-70% 

en el minuto 2, 70-75% en el minuto 3, 75-80% en el minuto 4, 80-85% a los 5 

minutos y 85-95% a los 10 minutos. (65)(66) Con estos datos, el pediatra se 

guía durante la estabilización en el paritorio en la toma de decisiones sobretodo 

en cuanto a la administración de oxígeno suplementario.  

 

Aun así, es necesario saber que los niños que reciben estabilización durante la 

TFN neonatal con presión positiva continua en la vía aérea, alcanzan antes 

niveles mayores de saturación de oxígeno que los niños del nomograma. (67) 

Además, en ese trabajo, se vio que las niñas tardaban menos en alcanzar 

saturaciones de oxígeno estables por encima de 90%.  
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2.3.1 REANIMACIÓN CON OXÍGENO EN SALA DE PARTOS 
	

 
Tradicionalmente, se recomendaba la utilización de altas concentraciones de 

oxígeno para ayudar a los recién nacidos en la adaptación postnatal, 

especialmente aquellos que padeciesen una asfixia e incluso en los recién 

nacidos prematuros.  

 

Sin embargo, los estudios tanto experimentales como clínicos, han demostrado 

que la suplementación con oxígeno en la transición fetal neonatal, provoca un 

aumento en la producción de radicales libres, especialmente se anión 

superóxido. (8) 

 

Concentraciones suprafisiológicas de oxígeno generan un aumento excesivo 

de ERO. Se ha visto que incluso una exposición breve a la hiperoxia en este 

periodo, aumenta la oxidación a nivel de la mitocondria en células musculares 

de vasos pulmonares. (68) 

 

Los ERO, como se ha comentado anteriormente dañan macromoléculas, y 

pueden provocar muerte celular y apoptosis en tejido cerebral y pulmonar. (69) 

(70) Además, pueden alterar la expresión de genes a través de la activación de 

factores de transcripción y vías de señalización. (71) 

 

En un estudio realizado en cerdos, se demostró que la producción de radicales 

libres se correlacionó con la cantidad de oxígeno administrado en la 

reanimación tras un episodio asfíctico. (72) En el mismo, se estudiaron 

biomarcadores de daño a ADN y proteínas en muestras de orina.  

 

En otro estudio experimental, se midieron isoprostanos, isofuranos, 

neuroprostanos y neurofuranos, en tejido cerebral de cerdos asfícticos, 

correlacionándose claramente los niveles de los mismos con la cantidad de 

oxígeno administrado en la reanimación. (73) 

 

Basado en estudios experimentales, hace 2 décadas, se hipotetizó que podría 

ser adecuado, el inicio de la reanimación de recién nacidos asfícticos con una 
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FiO2 0,21 o aire ambiente, y así reducir el daño producido por la reoxigenación 

con una FiO2 de 1. Saugstad et al, realizaron 2 estudios en humanos en los que 

demostraron que esta reanimación con aire ambiente era factible y además, 

iniciaban la respiración espontánea antes y había una tendencia en la 

reducción de la mortalidad. (74) (75)  

 

En nuestro grupo de investigación, se realizaron estudios en los que se 

comparó la reanimación con FiO2 =0,21 y FiO2=1, demostrando que el ratio 

GSH/GSSG a las 4 semanas de vida estaba disminuido en los que recibieron 

una FiO2=1. (22).  

 
El uso de 100% de oxígeno, provoca un incremento en la actividad de enzimas 

antioxidantes (SOD, CAT, GPx) y en las enzimas del ciclo del glutatión. (76) 

 

En 2008, se publicó un metanálisis, incluyendo un total de 1082 recién nacidos 

reanimados con aire ambiente y 1051 recién nacidos reanimados con 100% de 

oxígeno. (77)  La mortalidad neonatal era significativamente menor en el grupo 

reanimado con aire ambiente.  

 

Es por todo esto, que en el 2010, las guías internacionales de reanimación del 

recién nacido, recomendaron el inicio de la reanimación del recién nacido a 

término con aire ambiente. (78) 

 

El parto prematuro, interrumpe la maduración del pulmón y también del sistema 

antioxidante. También es más probable que requieran reanimación en el 

momento del nacimiento y que requieran algo más de una FiO2 de 0,21 para 

realizar la transición fetal-neonatal.  

 

En otro estudio que realizamos en nuestro grupo, en el que se asignaron los 

recién nacidos prematuros a un grupo de reanimación con baja concentración 

de oxígeno (FiO2=0,3) y a otro de alta concentración (FiO2=0,9), pudimos ver 

que los del grupo de alta concentración de oxígeno, tuvieron un ratio 

GSH/GSSG mayor en los días 1 y 3 de vida y también biomarcadores en orina 

de daño a lípidos, proteínas y ADN más elevados . Además, los pacientes con 
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mayores niveles de estrés oxidativo, tuvieron una incidencia mayor de displasia 

broncopulmonar. (79) 

 

Sin embargo, cuando comparamos el inicio de la reanimación del prematuro 

con FiO2 de 0,3 o con FiO2 de 0,6, no encontramos diferencias significativas a 

nivel de daño oxidativo. (80) 
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2.3.2 HIPOXIA PRECONDICIONANTE 
 
 

Tanto al hipoxia como la hiperoxia generan radicales libres y pueden causar 

estrés oxidativo por una respuesta insuficiente del sistema antioxidante (81).  

 

Tal y como ocurre en el hecho de la protección que confiere la aclimatación 

previa para la resistencia a grandes altitudes, la hipoxia moderada está siendo 

estudiada en los últimos años como protección frente a diferentes insultos 

incluidos la hipoxia aguda (82), reoxigenación (83) y reperfusión (84). 

 

La hipoxia precondicionante se define como el fenómeno o respuesta a una 

exposición a una leve o moderada hipoxia induciendo protección celular, y 

mejorando la tolerancia de los tejidos a la variabilidad en las concentraciones 

de oxígeno (81). 

 

El fenómeno del precondicionamiento hipóxico  se ha estudiado en diferentes 

órganos, como el cerebro, el riñón, el hígado y también en pulmón.  En 

estudios recientes por ejemplo, se ha visto que protege frente a una hipoxia 

aguda mejorando la función pulmonar en ratones (82),  atenúa el daño 

pulmonar secundario a intervenciones quirúrgicas (85) o mejora la capacidad 

de reparación de las células del estroma mesenquimal del pulmon (86).  

 

Como venimos explicando, en el momento del nacimiento se produce un estrés 

oxidativo fisiológico, y en condiciones normales, el recién nacido está 

preparado para afrontarlo. Pero en determinadas situaciones, como en la 

asfixia perinatal, en la que se produce una hipoxia con una posterior 

reperfusión, o en el parto prematuro, en el que hay unos menores niveles de 

antioxidantes y una mayor probabilidad de utilización de oxígeno suplementario 

durante la TFN, existe mayor probabilidad de que se produzca un daño 

provocado por una mayor producción de EROs.  
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También se ha demostrado que el recién nacido prematuro tarda más en 

alcanzar niveles de saturación de oxígeno normales durante la adaptación 

postnatal, sin que ello suponga ningún problema a corto o largo plazo. (65)  

 

Partiendo de la idea de que una transición más gradual entre la PaO2 intraútero 

a la PaO2 extraútero, podría ser protector frente al daño por estrés oxidativo en 

este tipo de situaciones, se han realizado estudios experimentales en los que 

se ha mantenido una concentración de oxígeno menor del 21% tras el 

nacimiento o en situaciones de reperfusión.  

 

Así, por ejemplo, en un modelo murino (84) en el que se estudiaron diferentes 

concentraciones de oxígeno tras una isquemia aguda, se vio que la reperfusión 

con una concentración de oxígeno del 18% disminuía los niveles de infarto 

cerebral, encontrándose además un menor daño oxidativo a nivel de la 

mitocondria y el tejido cerebral.  

 

Otros estudios realizados también en ratones, la hipoxia precondicionante 

mostró un efecto protector a nivel del músculo diafragmático y músculos 

respiratorios, atenuando el aumento de ERO, regulando canales mitocondriales 

y cascadas de señalización redox, en una hipoxia-reoxigenación posterior. 

(87)(88)(83) 

 

En un estudio experimental murino previo que realicé con el grupo de 

investigación en Perinatología en el Lung Biology Research (University of 

Toronto; Canadá), pudimos observar que manteniendo una concentración de 

oxígeno del 14% tras el nacimiento, se producía un ambiente protector frente a 

una reanimación posterior con una concentración de oxígeno del 100%. El ratio 

GSH/GSSG en pulmón estaba aumentado en los grupos mantenidos en 

hipoxia moderada, además de presentar mayores niveles de actividad de las 

enzimas NOQ1, SRNX1 y GPx, propiciando todo ello un ambiente reductor 

protector frente a una hiperoxia posterior (20). 
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Por tanto, más estudios experimentales sobre la hipoxia precondicionante en la 

TFN son necesarios para obtener respuestas a la adaptación postnatal frente la 

reanimación. 
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2.4 ESTRÉS OXIDATIVO Y ENFERMEDAD EN EL PERIODO 
PERINATAL 

 
 

2.4.1 ESTRÉS OXIDATIVO A NIVEL DE LA PLACENTA 
	
	
   
La formación de radicales libres está presente en la placenta y en el feto desde 

el inicio de la gestación y contribuye al desarrollo fetal normal.  

 

Al final del primer trimestre, este estrés oxidativo fisiológico, contribuye al 

normal desarrollo de la placenta. Además, la placenta, con su actividad 

detoxificadora, protege al embrión de la teratogénesis asociada a los ERO. Con 

la maduración placentaria, se produce un aumento de la concentración de 

oxígeno, y un subsecuente aumento de la formación de EROs. Si existen 

condiciones estresantes, este estrés oxidativo generado puede dar lugar a 

complicaciones como aborto, preeclampsia, crecimiento intrauterino retardado, 

o una rotura prematura de membranas, riesgo de parto prematuro e infección 

en el recién nacido. (13) 

 

2.4.2 ESTRÉS OXIDATIVO ASOCIADO A HIPOXIA FETAL CRÓNICA 
 
 

La pre eclampsia o la diabetes mellitus tipo 1 son las causas más frecuentes de 

hipoxia fetal y morbimortalidad neonatal.  

 

La pre eclampsia se caracteriza por un flujo placentario intermitente 

enlentecido debido a alteraciones en las arterias espirales. Esta perfusión 

fluctuante causa una pequeña isquemia-reperfusión que provoca estrés 

oxidativo. A su vez, los ERO pueden causar pre eclampsia a través de 

diferentes mecanismos como la activación de vías pro apoptóticas en el 

sincitiotrofoblasto que alteran la normal remodelación de las arteriolas, 

consolidando la respuesta inflamatoria y/o alterando la respuesta endotelial. 

(13) 
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En un estudio realizado analizando biomarcadores de estrés oxidativo e 

inflamación a lo largo de la gestación, se puso de manifiesto que ratios que se 

asocian al desarrollo de pre eclampsia, se correlacionaban significativamente 

con concentraciones elevadas de 8-isoprostanos en orina y niveles 

aumentados de proteína C reactiva, IL-1β, IL-6 e IL-10 en plasma, a partir de la 

semana 18 de gestación. Sin embargo, los niveles de 8-OHdG no se 

correlacionaban. (89) También se han encontrado hallazgos similares en 

líquido amniótico, correlacionando los niveles de F2-isoprostanos con pre 

eclampsia y retraso de crecimiento intrauterino. (90) 

 

En cuanto a la diabetes mellitus, no están claros los mecanismos por los cuales 

se produce la hipoxia fetal, pero sí que está bien establecido que la 

morbimortalidad esta aumentada en este tipo de gestaciones. Tanto la 

hiperinsulinemia como la hiperglucemia influyen negativamente en el desarrollo 

del feto causando macrosomía e hipoxia. (13) Los niveles altos de glucosa se 

asocian una alteración en los niveles de enzimas antioxidantes, un 

metabolismo del glutatión alterado y unos niveles de ácido ascórbico 

disminuidos. Los radicales libres, además, oxidan las membranas lipídicas de 

las células, alterando su adaptabilidad a los capilares, aumentando la 

agregación plaquetar y disminuyendo la vida media de las células, en especial 

los eritrocitos. Esto contribuye a la hipoperfusión fetal y el retraso de 

crecimiento. (91) 

 

La hipoxia fetal suele medirse determinando los niveles de eritropoyetina (EPO) 

en plasma y en líquido amniótico, ya que no se almacena ni atraviesa la 

placenta. Por tanto, los niveles de EPO en plasma fetal y en líquido amniótico 

corresponden a la síntesis fetal y se correlacionan significativamente con la 

intensidad y duración de la hipoxia. (92) 

 

Además, la alteración en los niveles de EPO, pueden ser utilizados como 

biomarcadores de la necesidad de una cesárea, ya que se correlacionan con 

complicaciones neonatales inmediatas. (93) 
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En un estudio observacional, realizado con mujeres embarazadas con diabetes 

mellitus tipo 1 y diabetes gestacional tratadas con  insulina, al medir los niveles 

de EPO en líquido amniótico, se vio una correlación estadísticamente 

significativa entre los marcadores de estrés oxidativo (tales como los ratios 8-

OH-dG/2dG y met-tyr/phe) y los niveles de EPO, poniendo de manifiesto que la 

hipoxia intrauterina en este tipo de gestaciones causan estrés oxidativo en el 

feto y un incremento en las morbilidades en el periodo neonatal. (93) 
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2.4.3 ESTRÉS OXIDATIVO EN EL RECIÉN NACIDO 
	
	
 
Desde los años 80 se viene estudiando la importancia del estrés oxidativo en el 

periodo neonatal, especialmente en recién nacidos prematuros (94). En 1988, 

Saugstad introdujo el término “Enfermedad por radicales de oxígeno en el 

recién nacido” en las que engloba en una sola entidad a las patologías más 

prevalentes de los recién nacidos prematuros como son la displasia 

broncopulmonar, la enterocolitis necrosante o la retinopatía de la prematuridad, 

ya que tienen un mecanismo patogénico común. La manifestación clínica de 

esta entidad va a depender del órgano que este mayormente afectado (95). 

 

Desde entonces el oxígeno y en concreto la hiperoxia ha tomado un 

protagonismo creciente en el manejo de estos recién nacidos, desde la sala de 

partos hasta el alta del hospital.  

 

En numerosos modelos animales de hipertensión pulmonar persistente del 

recién nacido (96) (97), de displasia broncopulmonar (98) (99), daño cerebral 

(100) y enterocolitis necrosante (ECN) (101) se ha descrito una gran cantidad 

de estrés oxidativo a nivel mitocondrial.  

 

La relación de la retinopatía de la prematuridad (ROP) y la hiperoxia es una de 

las más estudiadas. El oxígeno juega un papel muy importante en su 

patogénesis a través del VEFG, produciéndose una neovascularización 

descontrolada en la retina del prematuro (102). 

 

Un importante mecanismo de daño por estrés oxidativo es la inflamación. 

Como veremos más adelante, la inflamación juega un papel muy importante en 

la patogénesis de la displasia broncopulmonar, y diversos modelos animales 

han demostrado que la hiperoxia desencadena una respuesta inflamatoria en el 

pulmón (103). 

 

La inflamación y el estrés oxidativo también se ha estudiado en modelos 

animales de enterocolitis necrosante. Existe un daño epitelial por esa respuesta 
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inflamatoria en el intestino prematuro (104). Además, se han descrito niveles 

elevados de citoquinas proinflamatorias en prematuros con ECN (105).  

  

Varios estudios han demostrado un aumento del estrés oxidativo en la 

hemorragia intraventricular (106) y la encefalopatía hipóxico isquémica (107) 

(108), dos de las entidades más relevantes de daño cerebral en el recién 

nacido.  

 

Toda la evidencia existente de la relación del estrés oxidativo y la enfermedad 

en el recién nacido, ha hecho que se realicen estudios en los que se 

administran antioxidantes tales como vitaminas A y E, SOD, GSH, y cofactores 

enzimáticos como el selenio o la L-arginina. Aunque parezca una estrategia 

lógica los estudios en humanos no han demostrado una fuerte evidencia para 

recomendar su uso (109). 

 

	
Figura 7. Tabla resumen de los estudios realizados con la administración de 

antioxidantes en la prevención de patologías en la época neonatal (1). 
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2.4.4 ESTRÉS OXIDATIVO Y DAÑO PULMONAR 
	
 
Al hablar de daño tisular secundario al estrés oxidativo, los pulmones cobran 

un especial protagonismo. Los pulmones están directamente expuestos a altos 

niveles de oxígeno. En modelos experimentales, se ha visto que el exceso de 

oxígeno causa toxicidad pulmonar, viéndose a nivel experimental estadios 

típicos del daño pulmonar agudo.  (3) (110) 

 

El daño pulmonar inducido por hiperoxia (18), se caracteriza por una respuesta 

inflamatoria con destrucción de la barrera alveolo-capilar, seguida de muerte 

celular. Tras una breve exposición al oxígeno, las células endoteliales mueren 

rápidamente, dejando áreas desnudas en la membrana basal de los capilares. 

Esta disrupción de la membrana alveolo capilar, lleva a un edema de los 

alveolos, causando alteraciones de la mecánica pulmonar y el intercambio 

gaseoso (111). Tras este edema pulmonar y el proceso inflamatorio 

acompañante, se produce una inflamación pulmonar crónica. Tras ello se 

producirá la muerte celular (112).  

 

Sin embargo, existe una diferencia importante entre la respuesta a la hiperoxia 

en el recién nacido y en el adulto. Animales recién nacidos, sobreviven el doble 

que los adultos en hiperoxia y tienen un inicio más tardío de la inflamación 

secundaria. Sin embargo, el daño inducido por hipoxia en el periodo neonatal, 

se produce en un pulmón en pleno desarrollo. Los estudios animales de daño 

pulmonar crónico inducido por la hiperoxia, muestran cambios morfológicos 

similares a los que se producen en la DBP. (113) 

 

Se han estudiado varios mediadores asociados al daño pulmonar por hiperoxia, 

que se han visto alterados en recién nacidos prematuros con patología 

pulmonar, como son IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, TGFβ, TNF-α y VEGF (18). IL-1β, 

IL-6 están particularmente activos en la fase aguda de respuesta al daño, 

viéndose elevados en fases tempranas de los recién nacidos prematuros que 

posteriormente desarrollan DBP (114).  
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2.4.5 ESTRÉS OXIDATIVO Y SINDROME DE DISTRÉS 
RESPIRATORIO NEONATAL (SDR) 

 
 
El SDR neonatal (antes llamado enfermedad de membrana hialina) es la 

enfermedad respiratoria más frecuente en los recién nacidos prematuros. Éste 

es debido a un nacimiento en fase de desarrollo pulmonar canalicular tardía o 

sacular precoz con una escasa producción de surfactante a nivel de los 

neumocitos tipo II. Además, el nacimiento por cesárea y la infección también 

tienen un papel importante en su desarrollo, sobretodo en los recién nacidos 

prematuros tardíos. 

 

Existe una creciente evidencia de que el estrés oxidativo a través de cambios 

inflamatorios agudos (alteración de la membrana alveolo capilar, edema 

pulmonar, incluso muerte celular) puede ser un componente importante en el 

daño que se produce en el SDR neonatal. (115) Por un lado los recién nacidos 

prematuros, es más frecuente que precisen una concentración de O2 por 

encima de 21% en la reanimación en sala de partos. Incluso un periodo corto 

(2 horas) de exposición a hiperoxia lleva a una inflamación pulmonar (116). 

Además, el hecho de que los recién nacidos prematuros tengan unos niveles 

más bajos de defensas antioxidantes, los hace más vulnerables a este daño, 

con una mayor predisposición a este síndrome de distrés respiratorio.  

 

La coriomanionitis también está asociada al desarrollo SDR. En esta situación 

de inflamación, se produce entre otros una activación de los neutrófilos, los 

cuales general ERO y liberan enzimas proteolíticas, produciendo daño a nivel 

de la permeabilidad vascular pulmonar. Los episodios de hipoxia y 

reoxigenación, muy frecuentes en recién nacidos prematuros, causan a su vez 

activación de neutrófilos.  

 

TNF-α y otros mediadores inflamatorios, han sido identificados en el lavado 

broncoalveolar de niños con SDR neonatal y BDP. (117) (118) 
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Otro factor de riesgo asociado al desarrollo de SDR es la diabetes materna, 

que como hemos explicado anteriormente, es una situación que se asocia a un 

aumento de la generación de ERO. 

 

A nivel clínico, la administración de surfactante intratraqueal, es uno de los 

principales tratamientos utilizados en el SDR neonatal. El surfactante, por todos 

es sabido que mejora la mecánica pulmonar, reduciendo la tensión superficial a 

nivel alveolar, pero también juega un papel importante como antiinflamatorio y 

antioxidante. En modelos animales, se ha visto que la administración de 

surfactante reduce el daño inducido por hiperoxia (119) y produce un aumento 

significativo del contenido de SOD en los neumocitos tipo II. (120). Además, de 

ver en los aspirados traqueales de recién nacidos con SDR una reducción de 

los marcadores de estrés oxidativo tras el tratamiento con surfactante. (121) Al 

analizar los surfactantes naturales utilizados en el tratamiento del SDR se ha 

comprobado que existe actividad de SOD y CAT. (122). Por tanto, el 

surfactante estaría actuando como defensa frente al estrés oxidativo. 
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2.4.6 ESTRÉS OXIDATIVO Y DISPLASIA BRONCOPULMONAR 
 

La DBP es una de las morbilidades más importantes en los prematuros. Es 

además la causa más frecuente de enfermedad pulmonar en la infancia. La 

incidencia está en un 43% de los recién nacidos prematuros de menos de 28 

semanas. (123) Se caracteriza por la detección del desarrollo pulmonar, la 

simplificación alveolar, unos vasos sanguíneos dañados, y un desarrollo y 

función pulmonar dañados (124). 

 

Dicha patología es el resultado del daño pulmonar causado por múltiples 

factores en un pulmón en desarrollo. Entre dichos factores se encuentran 

factores genéticos, hemodinámicos, metabólicos, nutricionales, mecánicos e 

infecciosos, que actúan de manera sinérgica (125). No sólo influyen factores 

postnatales si no también estresores intraútero como la inflamación en la 

placenta o la corioamnionitis (126). La formación de radicales libres es 

ampliamente reconocida como la principal causa de daño pulmonar en 

prematuros (127). 

 

En los recién nacidos prematuros confluyen muchos factores que predisponen 

al daño pulmonar y el consecuente desarrollo de DBP, la inmadurez del 

sistema antioxidante, la desnutrición, la inflamación, la ventilación mecánica y 

la exposición a altas concentraciones de oxígeno durante largo tiempo (128). 

Pero, también una breve exposición a altas concentraciones de oxígeno puede 

iniciar el daño pulmonar que deriva en displasia broncopulmonar (79).  

 

La inflamación juega un papel importante en el desarrollo de DBP, tal y como 

se ha visto en diversos estudios. Tanto la infección como la inflamación 

derivada de la ventilación mecánica provocan la liberación de citoquinas pro 

inflamatorias tales como TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8 (125). Pero la asociación entre 

inflamación y estrés oxidativo se debe sobretodo a la activación de células 

inflamatorias en especial los granulocitos, los cuales liberan radicales libres y 

proteasas para eliminar las bacterias pero que provocan también peroxidación 

del endotelio capilar, aumentando su permeabilidad, con el consiguiente 

edema. Los granulocitos producen en una primera instancia O2
- y 
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posteriormente otros radicales libres como H2O2, OH- o HClO. Estas sustancias 

luchan contra los gérmenes pero favorecen el daño tisular. Estas células 

inflamatorias además dañan el surfactante (129). También se ha visto que 

estas citoquinas pro inflamatorias contribuyen a la formación de ONOO-, el cual 

contribuye al daño y al consiguiente desarrollo de displasia (130). 

 

Como se ha comentado previamente, la exposición del pulmón a altas 

concentraciones de oxígeno provoca cambios a nivel vascular, alveolar e 

incluso de su mecánica. Los cambios producidos se ha visto que se mantienen 

en el tiempo y son aún mayores cuanto más tiempo de exposición haya.  

 

Los cambios iniciales de edema e inflamación aguda van decreciendo, aunque 

persista la exposición al oxígeno, pero si que existe una inflamación crónica 

que perdura. (18) 

 

El papel del estrés oxidativo en el desarrollo de DBP está apoyado por muchos 

datos de trabajos previos realizados. Las fuentes de radicales libres que 

contribuyen a este daño en los prematuros son la inflamación, episodios de 

hipoxia-hiperoxia, la isquemia, la hiperoxia mantenida, la ventilación mecánica, 

que se suman a que estos niños tienen reducidos sus niveles de antioxidantes. 

 

Se ha visto que los prematuros con DBP tienen mayores niveles de oxidación a 

lípidos y carbonilación de proteínas que los que no desarrollan DBP (131). 

 

Se ha encontrado una correlación positiva entre la duración de la 

suplementación con oxígeno y la ventilación mecánica y los niveles de 

peroxidación lipídica (132), así como los niveles de 3-nitrotirosina que se 

correlacionaron con la FiO2 que requerían los niños (133). La carbonilación de 

las proteínas se ha visto también aumentada en los niños que requirieron más 

de 40% de concentración de oxígeno y que los niños que desarrollan DBP 

presentan mayores niveles de carbonilación (134)(135). 

 

También hay mayores niveles de 8-isoprostano exhalado en adolescentes ex 

prematuros con antecedentes de DBP, poniendo en evidencia la persistencia 
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del estrés oxidativo años después, y sugiriendo que la patología respiratoria 

residual que padecen no es solo debida a un daño estructural estable. (136) 

 

El estrés oxidativo también daña el surfactante, como hemos dicho, 

inactivándolo a través de la oxidación de sus proteínas, y a través de la 

inflamación y el edema de los alveolos (137). 

 

En cuanto a la remodelación y fibrosis del tejido pulmonar que se produce en 

esta patología, juegan un papel importante las metaloproteínas, las cuales 

están aumentadas por el estrés oxidativo (137).  

 

El estrés oxidativo, además, se ha visto que provoca cambios de expresión de 

genes y cambios a nivel epigenético. En estudios realizado en ratones, se 

estudiaron genes relacionados con la patología vascular pulmonar y el daño 

pulmonar por hiperoxia, mostrando diferencias a nivel de su regulación. El daño 

oxidativo puede ser el responsable de la mayor susceptibilidad de los niños 

prematuros con DBP a virus respiratorios a través de la alteración de vías 

genéticas relacionadas con la inflamación y la inmunidad. (138) 

 

Los cambios epigenéticos que se producen por el estrés oxidativo son debidos 

sobretodo a la metilación del ADN y la modificación de histonas. El OH- puee 

dañar directamente las bases de ADN, provocando cambios en la transcripción 

de genes (139). En pacientes con DBP se ha visto diferente metilación en 32 

genes cuando se comparan con controles, incluyendo genes implicados en la 

detoxificación mediada por GSH (140). En modelos de DBP (hiperoxia) en 

ratones se vio una hipermetilación global en los homogenados de pulmón 

(141).  

 

Un estudio realizado por nuestro grupo en recién nacidos, mostro cambios en 

la metilación del ADN según la cantidad de oxigeno que recibieron en la 

reanimación. Estos cambios se observaron en vías implicadas en reparación 

de ADN, estrés oxidativo y progresión del ciclo celular. (142) 
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Con la idea de disminuir el daño pulmonar que se produce en prematuros, se 

han realizado estudios administrando antioxidantes como la vitamina A, la 

vitamina E y SOD humana recombinante (rh-SOD). En un meta análisis se 

sugiere que la vitamina A reduce la DBP pero no hay diferencias en el 

desarrollo neurológico y la patología pulmonar a los 18-22 meses de edad 

corregida. (109) (143) Aunque la administración de rh-SOD no disminuyó la 

incidencia de muerte o DBP, al año si que se vio una disminución de la 

patología pulmonar. (144) Otras terapias estudiadas como la n-acetilcisteina, 

oxido nítrico inhalado, L-arginina, no han mostrado ser beneficiosos. Un 

tratamiento prometedor en la melatonina, que es un antioxidante, 

antiapoptótico y antiinflamatorio. Como se ha comentado en apartados previos, 

la falta de sólida evidencia en humanos hace que no pueda ser recomendado 

el uso de ningún antioxidante en los cuidados rutinarios de los recién nacidos 

prematuros. (1) 
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3 OBJETIVOS 
 
 

El objetivo general de la presente tesis doctoral es evaluar el efecto protector a 

nivel pulmonar de un nacimiento en hipoxia precondicionante frente a un insulto 

hiperóxico con 100% de oxígeno en crías de ratón recién nacidas. 

 

 

Los objetivos específicos son:  

 

 

 

1. Determinar biomarcadores de estrés oxidativo para evaluar el efecto de 

la hipoxia precondicionante frente a un insulto hiperóxico con 100% de 

oxígeno en crías de ratón recién nacidas. 

 

2. Analizar el estado redox, defensa antioxidante e inflamación a nivel 

pulmonar de ratones sometidos a una hipoxia precondicionante frente a 

un insulto hiperóxico con 100% de oxígeno en crías de ratón recién 

nacidas. 

 

3. Estudiar a nivel histológico el estado del parénquima pulmonar y de 

muerte celular de ratones sometidos a una hipoxia precondicionante 

frente a un insulto hiperóxico con 100% de oxígeno en crías de ratón 

recién nacidas. 
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4 METODOLOGÍA 
 
 
4.1 Animales de experimentación 
 
Para el modelo experimental se utilizaron hembras gestantes de la cepa de 

ratón C57BL/6, en el día de gestación 19 (G19) y, tras realizar la intervención 

que se describe en el siguiente apartado, ratones recién nacidos a día 1 (P1) y 

día 7 (P7) postnatal.  

 

Los animales se mantuvieron en todo momento en el animalario de la Facultad 

de Farmacia del Servei Central de Suport a la Investigació Experimental 

(SCSIE; Universitat de València) bajo condiciones de temperatura (23±1°C), 

humedad relativa (60%) y ciclos de luz/oscuridad (12/12h) constantes. Se 

alimentaron con una dieta de laboratorio estándar y agua corriente ad libitum. 

 

El protocolo de experimentación y el manejo de los animales han sido 

realizados de acuerdo con las normas de experimentación animal de la 

Universitat de València y Consellería de Presidencia y de Agricultura, Pesca, 

Alimentación y Agua (Comunitat Valenciana, España) bajo el procedimiento de 

experimentación animal aceptado con código 2015/VSC/PEA/00106 tipo 2. 
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4.2 Modelo experimental 
 

El modelo experimental del trabajo realizado tiene como objetivo simular la 

transición fetal neonatal (TFN), en condiciones controladas a una determinada 

concentración de oxígeno.  

En el mismo, una vez se produce el nacimiento de las crías de ratón, se simula 

un insulto hiperóxico con un aumento de la concentración de oxígeno a 100% o 

FiO2 =1.0 y posterior paso a aire ambiente (21% / FiO2 =0.21).  

 

Para poder llevar a cabo el modelo experimental fue necesaria una cámara de 

“oxigenación controlada”. Este ha sido un elemento imprescindible para el 

desarrollo del modelo murino de TFN con variación de la FiO2. En estudios 

experimentales preliminares realizados en colaboración con el Prof. J Belik 

(Respiratory Research Laboratory; University of Toronto, Canadá), se utilizaron 

cámaras de hipoxia comerciales (Oxycycler Salas; Biospherix®; Lacona, NY, 

EE.UU) para realizar los experimentos con el modelo de TFN (145), pero dadas 

las limitaciones para desarrollar este trabajo, el IP del Grupo de Investigación 

en Perinatología (Instituto de Investigación Sanitaria La Fe; Valencia), Dr. 

Máximo Vento decidió diseñar una cámara que cubriera todas las necesidades 

experimentales del proyecto y además mejorar las ya existentes en el mercado.  

En ella es posible programar tanto la concentración de oxígeno durante un 

periodo de tiempo determinado, controlando la humedad y temperatura. 

Además, incluye una cámara infrarroja, con la que se puede controlar el 

momento exacto del nacimiento de las crías de ratón para después realizar la 

intervención a la misma hora en todos los grupos, así como revisar cualquier 

incidencia, puesto que el nacimiento se produce en condiciones normales por 

la noche. 

 

A modo de resumen, en la figura 8 se describen los grupos control y 

experimentales, describiendo esquemáticamente la intervención realizada, 

explicada con más detalle a continuación. 
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Figura 8. Esquema del modelo experimental. Esquema que representa el grupo control y 

los grupos experimentales del modelo experimental murino de TFN bajo diferentes 

concentraciones de oxígeno y reanimación posterior. 

 
El modelo experimental de TFN consta de un grupo control y dos grupos 

experimentales. En el G19, las hembras son colocados en la cámara de 

oxigenación controlada, de manera que el parto se produce en las diferentes 

concentraciones de oxígeno según el grupo al que pertenezcan. En función del 

grupo al que pertenezcan el nacimiento y la TFN será a una concentración de 

oxígeno del 21% o bajo condiciones hipóxicas FiO2=0.14. 

 

A continuación, se detalla la intervención realizada en cada uno de los grupos: 

 

i. El grupo control se denomina Nx21/21. En este grupo la TFN se produce 

en una atmósfera con una FiO2=0.21 (21% de oxígeno). Unas crías se 

mantienen en estas condiciones hasta P1 y otras hasta P7, momento en 

el que se sacrifican para obtener los pulmones.  
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ii. El primer grupo experimental se denomina Nx21/100. El nacimiento se 

produce con una FiO2=0.21 también, pero a las ocho horas del nacimiento 

se incrementa la FiO2=1.0 (100% de oxígeno) durante una hora. A 

continuación, se vuelve a una FiO2=0.21 23 horas, momento en el que se 

sacrifican (P1) o se dejan hasta P7, sacrificándose entonces para la 

obtención de los pulmones. 

iii. El segundo grupo experimental se denomina Hx14/100. En este grupo el 

nacimiento tiene lugar bajo una atmósfera hipóxica con una FiO2=0.14, a 

las 8 horas del nacimiento, las crías de este grupo sufrirán un insulto 

hiperóxico durante una hora de una FiO2=1.0. Luego volverán a una 

FiO2=0.21 y serán sacrificadas a P1 y a P7, como en los otros 2 grupos. 

 

En los 3 grupos, los ratones recién nacidos son sacrificados, a las 32 horas del 

nacimiento (24 horas después del insulto hiperóxico) a P1 y otros se sacrifican 

a P7 (figura 8). La técnica de sacrificio fue a través de decapitación, para la 

obtención posterior de los pulmones, los cuales se ultracongelaron 

inmediatamente en nitrógeno líquido, para posteriormente ser almacenados 

para su posterior análisis en un ultracongelador a -80ºC. Para el estudio 

histológico a nivel pulmonar, tanto los ratones a P1 como a P7 se les realizó 

una perfusión intracardiaca. Las crías se anestesiaron con Ketamina/xilacina 

(10 mg/Kg) mediante punción intraperitoneal y posteriormente se les perfundió 

con solución salina al 0.9% seguido de fijador, paraformaldehído (PFA) al 4%. 

 

Los pulmones obtenidos se emplearon para estudios moleculares e 

histológicos que  se detallarán a continuación. 
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4.3 Determinaciones Experimentales 
 

4.3.1 Determinación de biomarcadores por UPLC-MS/MS  
 

4.3.1.1 Fundamento 

 
Una gran parte de las determinaciones de biomarcadores realizadas con los 

pulmones obtenidos en este modelo experimental fueron analizadas por 

cromatografía líquida de alta resolución acoplada a un detector de 

espectrometría de masas (UPLC-MS/MS). El equipo consta de un 

espectrómetro de masas triple cuadrupolo, Waters Acquity UPLC-

XevoTQsystem (Milford, MA, EEUU) con una fuente de ionización Z-spray 

operando en modo positivo (ESI+). Para el manejo del equipo y el procesado 

de datos utilizamos el programa informático MassLynx 4.1 (Waters corporation, 

Manchester, UK). 

 

Esta técnica se basa en la combinación de la capacidad de separación física 

de la cromatografía líquida con la capacidad del análisis de masa de la 

espectrometría de masas. Es una técnica que tiene una elevada sensibilidad y 

selectividad. Además es muy utilizada en diversas aplicaciones tanto 

experimentales como clínicas.  

Su principio básico es la generación de iones a partir de moléculas orgánicas 

en fase gaseosa que son separadas en base a su relación masa-carga (m/z) y 

posteriormente detectados por medio de un dispositivo adecuado.  

 

EL equipo de UPLC-MS/MS está constituido por seis componentes básicos: el 

Sistema de introducción de muestras (UPLC), la fuente de ionización, el primer 

cuadrupolo (Q1), la cámara o celda de colisión (Q2),  el tercer cuadrupolo (Q3) 

y el detector 

El primero de los componentes, el sistema de introducción de muestra es la 

UPLC. La muestra se introduce por medio de una varilla metálica, en cuya 

punta tiene un capilar que contiene la muestra (figura 2).  Una vez introducida, 

sufre una ionización por electro-spray (ESI) para adquirir carga. Tal ionización 
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puede tener lugar en modo positivo (se generan de cationes) o negativo (se 

generan de aniones).  

Posteriormente pasa al Q1, el cual mantiene fija la relación m/z del ión padre. 

Luego pasa a Q2, y gracias a la energía de colisión se fragmenta el ión padre y 

los diferentes fragmentos obtenidos (iones hijos) entran en el Q3, que está fijo 

a la relación m/z del fragmento mayoritario y, por tanto, solo atraviesa este 

cuadrupolo el fragmento mayoritario. Para finalizar, el detector registra la 

cuenta total de iones (TIC) (figura 9). 

	
Figura 9. Esquema del funcionamiento de la espectrometría de masas triple 

cuadrupolo. 

 

4.3.1.2 Determinación de metabolitos de la vía de la transulfuración 

 
El glutatión (GSH), la L-cisteína, cistationina, homocisteína y γ-glutamil-cisteína 

fueron determinados mediante HPLC-MS/MS en el tejido pulmonar a P1, 

usando un método validado previamente por nuestro grupo. (28) 

 

El tejido pulmonar congelado es inicialmente homogenado en 10mM PBS-NEM 

(N-ethylmaleimide) siguiendo una proporción de 100 mg de tejido en 400 µl. 

Después, se precipitan las proteínas de la muestra con una solución de ácido 
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perclórico (8% v/v). A continuación, se centrifugan las muestras a 10000 g 

durante 10 minutos a 4ºC.  

 

El sobrenadante es separado y diluido (1:10) en H2O (0.1% v/v HCOOH). 

Después se añaden 5 µL de una solución de patrón inetrno (PI)  (cisteina-D4 

200 µmol L−1, fenilalanina-D5 12.5 µmol L−1 y GSH-C13N15 100 µmol L−1 a 95 

µL del sobrenadante diluido. La solución final resultante es la que se inyecta en 

la HPLC-MS/MS. (28) 

 

4.3.1.3 Biomarcadores de oxidación lipídica 

 
El daño oxidativo en pulmón se evaluó determinando los siguientes 

biomarcadores de peroxidación de lípidos 8-iso-15-keto-PGE2, 8-iso-15-keto-

PGF2α, PGE2, 8-iso-PGE2, 8-iso-PGF2α, PGF2α y los valores totales de 

Isoprostanos e Isofuranos. 

 

Para su determinación se utilizó el sistema Waters Acquity UPLC-Xevo TQD 

system (Milford, MA, USA), siguiendo los protocolos descritos previamente y 

validados por nuestro grupo. (146). 

El tratamiento de la muestra se basó en homogeneizar (Fisherbrand model 

125, FSH-G 5/085, Fisher Scientific, Waltham, USA)los pulmones congelados   

en 1 mL de hidróxido sódico metanólico (NaOH-Met) durante 30 minutos a 

42ºC. A continuación, se cogieron 400µL del homogenado, 800 µL de H2O y 

400 µL of NaOH-Met y se calentaron durante 45 minutos a 42ºC, 

posteriormente se enfriaron 10 minutos en hielo. Después, la solución se ajusto 

a un pH=3 con 3M HCl y se centrifugó a 3500 rpm. Una vez obtenido el 

sobrenadante, se realizaron las extracciones L/L en las cuales  se añadió 3 mL 

de hexano y se centrifuga otra vez durante 5 minutos a 3500 rpm. Se retiró el 

sobrenadante y se añadió 3 mL de acetato de etilo. El sobrenadante se recogió 

y se evaporó con nitrogeno gaseoso en una campana extractor. La muestra 

resultante se resuspendió en 200µl de una mezcla de 15 mL de etanol, 85 mL 

de H2O y 10µl de ácido acético y se analiza mediante UPLC-MS/MS.  
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4.3.1.4 Biomarcadores de oxidación proteica 

 
La oxidación a proteínas se midió calculando los ratios meta-

tirosina/fenilalanina (m-Tyr/Phe), orto-tirosina/fenilalanina (o-Tyr/Phe), 3-nitro-

tirosina/para-tirosina (3NO2-Tyr/p-Tyr), y 3-cloro-tirosina/para-tirosina (3Cl-

Tyr/p-Tyr).  

 

Los pulmones congelados se homgenaron con un tampón de lisis (100 mg/ml). 

Después, las proteínas se precipitaron con TCA (10%, v/v), y los pellet se 

resuspendieron en acetato de sodio (50 mmol/L, pH7.2) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA). A continuación, la digestión de las proteínas de los extractos 

de pulmón se llevo a cabo según el método Hensley (147) y la actividad de la 

pronasa se inhibió mediante TCA. Para finalizar, las muestras se centrifugaron 

a 5000 rpm, a 4ºC, durante 5 minutos y el sobrenadante de cada muestra se 

inyectó en el HPLC-MS/MS, según Torres-Cuevas et al (148). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



	 66	

4.3.2 Análisis de la expresión de ARNm de genes involucrados en la 
respuesta antioxidante e inflamación 

 

4.3.2.1 Aislamiento de ARN 

Para el análisis de expresión génica se extrajo ARNm del tejido pulmonar. Se  

utilizó un kit de extracción de ARN, RNeasy Mini kit 50, (Qiagen, Heildelberg, 

Alemania), siguiendo el protocolo del fabricante.  

 

4.3.2.2 Retrotranscripción-amplificación del ARN 

El siguiente paso para obtener la expresión de los genes de interés para el 

trabajo, una vez se extrae el ARN mensajero (ARNm) total, es realizar una 

retrotranscripción, que consiste en obtener ADN complementario (ADNc) a 

partir ARNm. A continuación, mediante la reacción en cadena de la polimersa 

(PCR), se amplifica el ADN utilizando sondas Taqman para cada uno de los 

genes a estudiar.  

La PCR es una técnica que consta de varias etapas. Al principio se utilizan 

altas temperaturas para activación de ADN polimerasas y  desnaturalización 

del ADN (95ªC durante 30 segundos). A continuación, se realiza la hibridación 

de primers a temperatura de melting alrededor de los 60ºC, durante 30 

segundos. Por último, se realiza la elongación, en dirección 5´-> 3´ a velocidad 

de 1000 pb/minuto (72°C). 

El siguiente paso es realizar la retrotranscripción del ARN a ADNc mediante 

retrotranscriptasas. El kit utilizado es el RevertAid H Minus First Strand cDNA 

Synthesis Kit® de Thermo Scientific (Waltham, USA) durante 50 minutos a 

42°C, utilizando como cebador hexámeros aleatorios. Para inactivar la enzima 

se incuba la muestra durante 15 minutos a 70°C. 

 

4.3.2.2.1 Análisis	del	ADN	complementario	por	PCR	cuantitativa		
	
Utilizando la técnica PCR se amplificó el ADNc utilizando sondas Taqman para 

cada uno de los genes. La expresión de cada uno de los genes se cuantificó 

mediante el análisis por PCR en tiempo real utilizando un termo-ciclador con un 

sistema de detección de fluorescencia iQTM5 Multicolor Real-Time PCR 
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Detection System (Bio-Rad, California, EEUU), las curvas de fusión se 

construyeron con el programa iQ Real Time Detection System Software (Bio-

Rad, California, USA), para asegurar que sólo se amplifica un único producto 

de PCR y el sistema de sondas fluorescentes con especificidad génica 

TaqMan® (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) (Tabla 1). Como gen de 

referencia se utilizó el Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (gapdh). 

Las condiciones de amplificación fueron 1 ciclo de desnaturalización de 10 

minutos a 95°C y después 40 ciclos de 15 segundos de desnaturalización a 

95°C, 30 segundos a 60-64°C como temperatura de anillamiento, y 30 

segundos de elongación a 72ºC.  

 

 
 

Gen Sonda 

cat Mm00443258_m1 

cbs Mm00443258_m1 

gapdh Mm99999915_g1 

il-1β Mm00434228_m1 

il-6 Mm00446190_m1 

sod Mm00443258_m1 

tnf-α Mm00443258_m1 

 

Tabla 1. Sondas Taqman para la cuantificadión de ARNm por RT-PCR 

 

4.3.2.3 Procesado de los datos 

La expresión relativa de ARNm se calculó utilizando el umbral de amplificación 

(CT) de cada gen empleando las siguientes fórmulas:  

- ΔCT = CT gen problema – CT gen control  

- Δ(ΔCT) = ΔCT gen problema - ΔCT promedio de grupo control  

- Expresión relativa = 2–Δ(ΔCT)  
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4.3.3 Estudio histológico en secciones de tejido pulmonar 
 

4.3.3.1 Fundamento inmuno-histoquímica  

La inmunohistoquímica es una técnica que permiten detectar moléculas en los 

en los tejidos empleando anticuerpos. Debido a la gran especificidad y a alta 

afinidad que tienen los anticuerpos para reconocer moléculas y unirse a ellas, 

podemos detectar cantidades ínfimas de moléculas presentes en el tejido.  

4.3.3.2 Procedimiento  

Para el estudio histológico a nivel pulmonar, tanto los ratones a P1 como a P7 

se les realizó una perfusión intracardiaca tal y como se indica en el apartado 

del modelo experimental. Una vez perfundido el animal se decapitó y se extrajo 

el pulmón, el cual se postfijó por inmersión durante 24 h en el fijador, 

realizándose lavados con PBS. Después, se deshidrataron utilizando baños de 

etanol en concentraciones crecientes (50%, 70%, 80%, 96% y 100%) y 

finalmente se embebieron en parafina. Las muestras se cortaron a 10 micras 

con un microtomo (Leica, RM2125RT) y se colocaron en portaobjetos 

supergelatinizados.  

Posteriormente, una vez obtenidos los cortes de tejido estos se 

desparafinizaron con xileno, se rehidrataron con diluciones de etanol de 

diferentes grados (100%, 90% y 70%). El sitio de unión al antígeno se 

desenmascaró con tampón de citrato (0,1 M, pH 6,0) durante 40 minutos a 94 

°C. Después de enfriar en hielo, se bloquearon las peroxidasas endógenas 

(metanol 10 %, H2O2 3 % en PBS). Le permeabilización se realizó con una 

solución de GS-PBS-T (suero de cabra 1 %, tritón 0,4 %). 

Después las muestras fueron bloqueadas con suero de cabra al 5% durante 45 

minutos. Las incubaciones con el anticuerpo primario caspasa-3 clevada (anti-

CASP3 1:200, Cell Signaling, Danvers, EE. UU.) fueron de 24 horas a 4°C. 

Previo lavado con PBS y la solución GS-PBS-T, se pasó a la incubación con el 

anticuerpo secundario biotinilado (IgG anti-ratón de cabra, Vector, BA-9200) 

durante 45 minutos a temperatura ambiente. Para anticuerpos biotinilados se 

hizo una amplificación de la señal con el complejo Avidina/Biotina (ABC, 
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Vector, Burlingame, CA, EEUU) y se reveló con 3,3´-Diaminobenzidina 0.05% 

(DAB, fast D4293, Sigma Aldrich) (Figura 25). A continuación, los cortes fueron 

contrateñidos con violeta de cresilo y deshidratados con concentraciones 

crecientes de alcohol etílico y aclarados en xileno, para finalmente ser 

montadas con EuKitt (PanReac AppliChem, Castellar del Vallès, España).  

 

Para el análisis de datos, se tomaron imágenes de 5 campos separados entre 

sí en un microscopio óptico (Nikon eclipse E800, Tokio, Japón) con un objetivo 

de 40x y se analizaron con ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/index .html), un 

programa de análisis de imágenes. Los datos se expresaron por número de 

células positivas/área de tejido (mm2). 

 

4.3.3.3 Estudio morfométrico en pulmón 

El estudio de la morfología alveolar se realizó midiendo el parámetro 

cuantitativo Mean Linear Intercept (MLI), como estimación del diámetro 

alveolar, y el otro parámetro fue el porcentaje tejido/espacio aéreo, siguiendo el 

método descrito por Dunnill (149). Para evaluar el daño hiperóxico potencial a 

la estructura pulmonar en ratones recién nacidos, se analizaron 5 campos 

aleatorios de cada animal con un aumento de 20x en secciones semifinas de 

1,5 mm. Se tomaron cinco fotografías de campos aleatorios sobre cada 

pulmón. Utilizando el software ImageJ, se dibujaron 5 líneas de prueba en cada 

una de las imágenes y las intersecciones en estas líneas de las paredes 

alveolares necesarias para determinar el MLI. Además, el grosor de los 

tabiques alveolares expresado como porcentaje del grupo control se midió 

directamente sobre estas líneas. 

 

4.3.3.4 Tinción: Violeta de cresilo 

Para realizar la tinción, las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas 

(Xilol I, Xilol II, Etanol 100º, Etanol 96º, Etanol 70º, Etanol 50º y H20). Los cortes 

se tiñeron con violeta de cresilo durante 2 min y después se deshidrataron de 

nuevo (H20, Etanol 70º, Etanol 96º, Etanol 100º y Xilol) y se montaron con 

Eukit. Las muestras se analizaron bajo un microscopio óptico modelo ECLIPSE 

E200 (NIKON, Tokyo, Japón). 
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4.3.4 Determinación de niveles proteicos por Western blot 
 

4.3.4.1 Fundamento  

El Western Blot es una técnica utilizada para la identificación y evaluación 

semicuantitativa de proteínas especificas en una determinada muestra. Para 

llevar a cabo esta técnica se realizan los siguientes procedimientos: 

 

- Electroforesis. Es la migración de proteínas por aplicación de campo 

eléctrico a través de un gel. Se realiza en geles de poliacrilamida con 

dodecilsulfato sódico (SDS PAGE) en presencia de un agente reductor. 

Las proteínas se desnaturalizan permitiendo su separación en función 

de su peso molecular al aplicar el campo eléctrico.  

 

- Electrotransferencia, que se realiza para que las proteínas sean 

accesibles a la detección por anticuerpos. Consiste en poner en 

contacto el gel de migración con la membrana de nitrocelulosa aplicando 

después una corriente eléctrica que llevará las proteínas desde el gel a 

la membrana de nitrocelulosa quedando así susceptibles para su 

detección por anticuerpos.  

 

- Quimioluminiscencia. A través de ella se detecta la luz liberada por un 

producto excitado transitorio hacia el estado fundamental producida por 

la oxidación del luminol por parte del peróxido catalizado por la enzima 

peroxidasa, que está anclada al anticuerpo. La luz que emite a 425 nm 

es captada por cámaras de dispositivos de carga acoplada (CCD).  

 

4.3.4.2 Procedimiento 

Las muestras de tejido pulmonar son almacenadas a -80°C hasta la 

homogenización en el tampón de lisis (100 mg / ml) en hielo. La composición 

del tampón de lisis es la siguiente: Tris – HCl 20 mm (pH 7.5), EDTA 1 mm, 
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NaCl 150 mm, SDS al 0.1%, Igepal® CA al 1%, pirofosfato de sodio de 30 mm, 

fluoruro de sodio de 50 mm, ortovanadato de sodio de 50 mM (todos de Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) y un cóctel inhibidor de la proteasa.  

 

A continuación, las muestras fueron centrifugadas a 15.000 g durante 15 

minutos, se descartó el sedimento y se determinó la concentración de proteína 

mediante ensayo de ácido bicinconínico (BCA) en el sobrenadante con el kit de 

ensayo de proteínas BCA Pierce ™ (Thermo Fisher Scientific, IL,EEUU). 

 

Determinadas las concentraciones de proteínas, se añadieron cantidades 

iguales de proteína al tampón de muestra con una proporción de 

muestra:tampón de 3:1 y después, la mezcla se calentó 5 minutos a 95ºC.  

 

Para llevar a cabo la electroforesis, se utilizó el siguiente tampón de carga: 

Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8, glicerol al 10%, azul de bromofenol al 0,005%, SDS 

al 1% y DTT 50 mM y las proteínas se separaron en gel SDS-PAGE bajo 

voltaje constante. Después, las proteínas se transfirieron a la membrana de 

nitrocelulosa usando el sistema de transferencia Trans-Blot® Turbo ™ (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.) 7 minutos, 180 V. La transferencia 

de proteínas se confirmó tiñendo la membrana de nitrocelulosa con tinción 

Ponceau S durante 30 s. A continuación, la tinción se lavó tres veces con TBS-

T (Tris 20 mM, NaCl 137 mM, Tween-20 al 0,05%, pH 7,6) y la membrana se 

bloqueó en BSA al 5% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) diluida en TBS-

T a temperatura ambiente durante 1 hora. 

 

Después del bloqueo, la membrana se incubó durante toda la noche a 4 ºC con 

el anticuerpo primario CBS and b-Tubulina. En la Tabla 1 resume los 

anticuerpos primarios utilizados en el trabajo.  

 

Tras la incubación con el anticuerpo primario, la membrana se lavó tres veces 

con TBS-T y luego, se incubó con anticuerpo secundario conjugado con 

peroxidasa de rábano picante (HRP) 1 a temperatura ambiente. Los 

anticuerpos secundarios fueron usados de acuerdo con la especie de 

anticuerpo primario huésped y se reflejan en la Tabla 2. 
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Antígeno Referencia Especie Dilución 

CBS Cell Signalling Technology 
(#9441) 

Conejo 1:1000 in 5% 
BSA/TBS-T* 

β-tubulina Abcam (ab6046) Conejo 1:1000 in 5% 
BSA/TBS-T* 

Tabla 2. Anticuerpos primarios 

 
	

Anticuerpo 
secundario 

Referencia Especie Dilución 

Anti-mouse Cell Signalling 
Technology (#7076) 

Caballo 1:10000 in 5% 
BSA/TBS-T* 

Tabla 3. Anticuerpos secundarios 

 
Para finalizar, la membrana se lavó de nuevo tres veces con TBS-T y se incubó 

con sustrato de transferencia Western ECL Pierce ™ (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, EE. UU.) 5 minutos a temperatura ambiente. La quimioluminiscencia 

se detectó con una cámara de dispositivo acoplado a carga Biorad ChemiDoc 

™ XRS + Molecular Imager (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.) Y 

LAS-3000 (Fujifilm, Minato-ku, Tokio, Japón). 

 

4.3.4.3 Cuantificación de proteínas 

Para la cuantificar las proteínas en las muestras de pulmón se empleó el Kit 

Pierce BCA Protein Assay Kit® (Thermo Scientific, Waltham, EEUU) siguiendo 

las instrucciones del fabricante.  

 

4.3.4.3.1 Fundamento  
Se trata de un método colorimétrico basado en la reducción del Cu+2 a Cu+1, en 

presencia de proteínas y medio alcalino (reacción de Biuret), y posterior 

reacción del ión Cu+1 con dos moléculas de ácido bicinconínico (BCA), dando 

lugar al complejo coloreado y cuya absorbancia se mide mediante un 

espectrofotómetro.  
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4.3.4.3.2 Procedimiento 
 

Se prepara la solución formada por el reactivo A y el reactivo B del kit. La 

proporción de volumen utilizada entre reactivos A:B es 50:1. Se pipetea en la 

placa de 96 pocillos un volumen de muestra de 3 µL por triplicado.  

Para la determinación de proteínas, se prepara previamente una recta patrón 

realizada con seroalbúmina bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) en 

concentraciones comprendidas entre 20 y 0,3125 mg/ml. El volumen de los 

patrones que se añade en la placa es de 3 µL, por triplicado. Se prepara un 

blanco con 3 µL agua.  

Para terminar, se añaden 260 µL de la mezcla de reactivos a la recta patrón, al 

blanco y a las muestras. Se incuban durante 30 minutos a 37°C, en leve 

agitación y oscuridad.  La lectura espectrofotométrica se realiza a 562 nm de 

longitud de onda.  

4.3.4.3.3 Cálculos 
Para calcular la cantidad de proteína, se resta a cada muestra la absorbancia 

del blanco. Las absorbancias obtenidas se interpolan en la recta construida con 

los patrones y el valor obtenido se expresa como miligramos de proteína por 

mililitro de muestra. 
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4.3.5 Determinación de los peróxidos 
 

Para la determinación de los peróxidos en este trabajo, se utilizó la 

espectrometría de fluorescencia. Se trata de una técnica que va a utilizar los 

distintos estados de energía de las moléculas para poder cuantificar la cantidad 

de peróxidos existentes en una determinada muestra. Un haz de luz, que excita 

los electrones y provoca que emitan una luz de longitud de onda diferente a la 

anterior.  

 

4.3.5.1 Preparación de las muestras 

Primero se homogeniza el tejido de pulmón almacenado a -80ºC. Para la 

realización de los homogenados se utilizó una proporción de 1 mL de tampón 

de lisis por cada 100 mg de tejido. El tampón de lisis estaba compuesto por 

Tris-HCl (20 mmol/L, pH 7.5), EDTA (1 mmol/L), NaCl (150 mmol/L), SDS 

(0.1%, w/v), Igepal (1%, v/v), pirofosfato sodico (30 mmol/L), floruro sódico (50 

mmol/L), ortovan sodico (50 mmol/L) e inhibidor de proteasas (4 µl/mL).  

 

4.3.5.2 Procesamiento de la muestra. 

El procesamiento se realizó según el protocolo del kit Amplex™ Red Hydrogen 

Peroxide/Peroxidase Assay Kit (Thermofisher, Reino Unido). Se trata de un 

método fluorométrico para la cuantificación de los peróxidos en el que, en 

presencia de peróxido de hidrógeno (H2O2), el AR que es un compuesto no 

fluorescente es convertido en resorufina, un producto fluorescente mediante la 

acción de la peroxidasa de rábano (HRP). 

También se preparó una recta de calibrado de 7 puntos en dilución 1/2 donde 

el punto más concentrado era de 20 milimolar de H2O2. Se estableció además 

el blanco que fue restado a las muestras. 

Se deja a temperatura ambiente durante 30 minutos para que se diera lugar la 

reacción y a continuación, se introdujo la placa en el fluorímetro. La lectura de 

la misma se realizó a una longitud de onda de excitación de 530 nm y a una 

longitud de onda de emisión de 590 nm. 
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4.3.5.3 Tratamiento de los datos 

Los datos obtenidos a través de esta técnica, fueron exportados al programa 

Excel. Se calculó la ecuación de la recta mediante el uso de la recta de 

calibrado, donde fueron calculadas las concentraciones de peróxido obtenidas 

del tejido mediante la extrapolación de las absorbancias.  

Tras la medida de peróxidos, estos fueron expresados finalmente frente a la 

concentración de proteínas del tejido de pulmón para ello se utilizó el kit 

PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo scientific, Rockford, USA). 

 

 

 

 

 

4.4 Análisis estadístico 
	
	
Todos los resultados del trabajo se expresan como media y desviación 

estándar. Para el análisis de significación de las variables cuantitativas se 

utilizó el tratamiento estadístico ANOVA (one-way analysis of variance) seguido 

por Tukey's post-hoc test.  Una P de 0,05 fue utilizado como límite para la 

aceptación de diferencias estadísticamente significativas.  

El manejo de los resultados se realizó con la herramienta estadística del 

programa informático GhaphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., California, 

EEUU).  
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5 RESULTADOS 
	
 
5.1 Estudio del estrés oxidativo en pulmón de crías de ratón a P1 

durante la transición fetal neonatal bajo diferentes FiO2 y posterior 
insulto hiperóxico. 

 
 

5.1.1 Determinación de aminotioles (vía de la transulfuración) 
 
Para la evaluación del estado oxidativo del tejido se midieron mediante UPLC-

MS/MS los metabolitos de la vía de la transulfuración: homocisteina, 

cistationina, cisteína, γ-glutamilcisteina y glutatión reducido (GSH).  

Como podemos ver en la figura 10, en los pulmones de crías a P1 hay un 

aumento significativo de los niveles de GSH, así como de cistationina, L-

cisteína y γ-glutamil-cisteína en el grupo nacido bajo condiciones hipóxicas 

(Hx14/100) en comparación con los ratones nacidos en aire ambiente 

(FiO2=0.21) (Nx21/100). Sin embargo, los niveles de homocisteína, se 

encontraron disminuidos en este grupo (Hx14/100) con una diferencia 

estadísticamente significativa restos al resto de grupos.  

A la vista de estos resultados podemos indicar que el nacimiento bajo 

condiciones hipóxicas favorece la síntesis de GSH. 
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Figura 10. Determinación de los niveles de metabolitos de la vía de la transulfuración 

en pulmones de ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO2: Nx21/21 grupo control en aire 

ambiente (FiO2=0.21); Nx21/100 grupo normóxico sometido a hiperoxia (FiO2=1.0); 

Hx14/100: grupo hipóxico (FiO2=0.14) sometido a hiperoxia (FiO2=1.0): Homocisteína, 

Cistationina, Cistina, γ-glutamil-cisteína y glutatión. Los grupos de estudio n=6. La diferencia 

estadística se indica como sigue: *<0.05 vs. Nx21/21, **<0.01 vs. Nx21/21, #< 0.05 vs. 

Nx21/100 y ##<0.01 vs. Nx21/100.  
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5.1.2 Niveles de expresión génica y proteica de la enzima cistationina β-
sintasa (Cbs) perteneciente a la vía de la transulfuración 

 
Al encontrar los niveles de homocisteína disminuidos en el grupo Hx14/100, al 

contrario que el resto de metabolitos, se determinó el grado de expresión a 

nivel génico de la Cbs a través de su ARNm y los niveles de su proteína. Esta 

enzima es la enzima limitante de la conversión de homocisteina en cistationina  

(150). Como vemos en la figura 11A, el grupo nacido bajo condiciones 

hipóxicas  presenta un aumento significativo frene al grupo control y al grupo 

NX21/100. Los resultados obtenidos del análisis western blot (Figura 11B) 

revelan un aumento de los niveles proteicos en el grupo Hx14/100 frente al 

resto de grupos del estudio. Por tanto, podría explicarse el un aumento de los 

metabolitos de la vía de la transulfuración a partir de la cistationina visto en la 

figura anterior (figura 10).  

 

	
Figura 11. Determinación de los niveles de expresión génica y proteicos de CBS en 

pulmón de ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO2: Nx21/21 grupo control en aire 

ambiente (FiO2=0.21); Nx21/100 grupo normóxico sometido a hiperoxia (FiO2=1.0); 
Hx14/100: grupo hipóxico (FiO2=0.14) sometido a hiperoxia (FiO2=1.0): A) Niveles relativos 

de ARN de Cbs utilizando gapdh como gen control (n = 4). B) Representación de western blots 

de la proteína CBS utilizando b-tubulina como control (n=4). La diferencia estadística se indica 

como sigue: *<0.05 vs. Nx21/21, **<0.01 vs. Nx21/21, #< 0.05 vs. Nx21/100 y ##<0.01 vs. 

Nx21/100.  
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5.2 Determinación de biomarcadores de daño proteico por estrés 

oxidativo en pulmón de crías de ratón a P1 durante la transición fetal 
neonatal bajo diferentes FiO2 y posterior insulto hiperóxico: 
oxidación, nitración y cloración proteica 

 
 
 
 
Para cuantificar el daño a proteínas en las muestras de pulmón P1, se 

determinaron mediante HPLC-MS/MS los ratios metil-tirosina/fenilalanina (m-

Tyr/Phe), orto-tirosina/fenilalanina (o-Tyr/Phe), 3-cloro-tirosina/para-tirosina 

(3Cl-Tyr/p-Tyr) y 3-nitroparatirosina/paratirosina (3NO2-Tyr/p-Tyr).  

Como podemos observar en las figura 12, hay un aumento significativo de los 

los ratios m-Tyr/Phe, 3Cl-Tyr/p-Tyr y 3NO2-Tyr/p-Tyr en el grupo nacido bajo 

condiciones hipóxicas (Hx14/100) frente al Nx21/100. Excepto para el ratio o-

Tyr/Phe (figura 12.B) que no se encontraron diferencias entre los grupos de 

estudio. Por tanto, el nacimiento bajo una FiO2=0.14 parece protector a nivel 

proteico frente al insulto hiperóxico. 
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Figura 12. Determinación de daño proteico mediante los niveles de m-tyr/Phe, o-

Tyr/Phe, 3NO2-Tyr/p-Tyr y 3Cl-tyr/p-tyr en pulmón de ratones P1 nacidos bajo diferentes 

FiO2: Nx21/21 grupo control en aire ambiente (FiO2=0.21); Nx21/100 grupo normóxico 

sometido a hiperoxia (FiO2=1.0); Hx14/100: grupo hipóxico (FiO2=0.14) sometido a 
hiperoxia (FiO2=1.0). A) Cociente m-Tyr/Phe, B) cociente o-Tyr/Phe, C) cociente 3Cl-Tyr/p-Tyr 

y D) cociente 3NO2-Tyr/p-Tyr en pulmón de ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO2.La 

diferencia estadística se indica como sigue: *<0.05 vs. Nx21/21, **<0.01 vs. Nx21/21 y #< 0.05 

vs. Nx21/100. Todos los grupos tienen n=6. 
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5.3 Determinación de biomarcadores de daño a lípidos por estrés 

oxidativo en pulmón de crías de ratón a P1 durante la transición fetal 
neonatal bajo diferentes FiO2 y posterior insulto hiperóxico. 

 
 
 
 
Para determinar el daño a lípidos derivado del estrés oxidativo se midieron 

mediante UPLC-MS/MS los niveles de los siguientes biomarcadores de 

peroxidación lipídica: PGE2, PGF2α, 8-iso-PGE2, 8-iso-PGF2 8-iso-15-

KetoPGE2, 8-iso-15-KetoPGF2, isoprostanos totales e isofuranos totales.  

 

Los niveles de PGE2, PGF2α, 8-iso-15-KetoPGE2, isoprostanos e isofuranos 

totales en el grupo Nx21/100 muestran un aumento significativo con respecto al 

grupo Hx14/100, nacido bajo condiciones hipóxicas y al grupo control 

(Nx21/21) con una p<0,05 y para el 8-iso-PGE2, la diferencia fue p<0,01 (figura 

13.A y 13.B).   

Por tanto, el grupo que mostró mayores niveles a P1 de tales biomarcadores 

fue el nacido en aire ambiente con insulto hiperóxico posterior (Nx21/100), en 

comparación con el resto de grupos del estudio. 
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Figura 13. Determinación de daño oxidativo a lípidos  en pulmón de ratones P1 
nacidos bajo diferentes FiO2: Nx21/21 grupo control en aire ambiente (FiO2=0.21); 

Nx21/100 grupo normóxico sometido a hiperoxia (FiO2=1.0); Hx14/100: grupo hipóxico 

(FiO2=0.14) sometido a hiperoxia (FiO2=1.0).  A) Niveles de PGE2, PGF2a, 8iso-PGE, 8iso-

15-KetoPGE y B) Niveles totales de isoprostanos e isofuranos. La diferencia estadística se 

indica como sigue: *<0.05 vs. Nx21/21, **<0.01 vs. Nx21/21, #< 0.05 vs. Nx21/100 y ##<0.01 

vs. Nx21/100. Todos los grupos tienen n=5. 
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5.4 Análisis de la expresión de genes implicados en la defensa 

antioxidante y niveles de peróxidos en pulmón de crías de ratón a 
P1 durante la transición fetal neonatal bajo diferentes FiO2 y 
posterior insulto hiperóxico. 

 
 
 
Se midieron los niveles de expresión para las enzimas antioxidantes Sod1 y 

Cat en las muestras de pulmón de ratones a día P1. Como vemos en las figura 

14.A), los niveles de ARNm de la enzima Sod1 muestran un aumento 

significativo del grupo Nx21/100, respecto al grupo Nx21/21 y al grupo nacido 

en hipoxia, Hx14/100.  

 

En cuanto a la expresión relativa del ARNm de la enzima Cat, se obtuvo una 

diferencia estadísticamente significativa entre el grupo Hx14/100 y el grupo 

Nx21/100, de tal manera que, en este último grupo, los niveles de expresión 

están disminuidos. 

Respecto a los niveles de peróxidos como podemos ver en la figura 14.B), se 

vio una disminución estadísticamente significativa de la cantidad de peróxidos 

en el grupo nacido en hipoxia (Hx14/100) frente a los otros 2 grupos Nx21/100 

y Nx21/21.  
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Figura 14. Expresión de ARNm de Sod1 y Cat y niveles de peróxidos en pulmón de 

ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO2: Nx21/21 grupo control en aire ambiente 

(FiO2=0.21); Nx21/100 grupo normóxico sometido a hiperoxia (FiO2=1.0); Hx14/100: grupo 

hipóxico (FiO2=0.14) sometido a hiperoxia (FiO2=1.0). A) Niveles relativos de Sod1 y Cat 

utilizando gapdh como gen control. B) Niveles totales de Peróxidos. La diferencia estadística se 

indica como sigue: *<0.05 vs. Nx21/21, **<0.01 vs. Nx21/21 y ##<0.01 vs. Nx21/100. Todos los 

grupos tienen n=5. 
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5.5 Análisis de genes relacionados con la inflamación en tejido 
pulmonar de crías de ratón a P1 durante la transición fetal neonatal 
bajo diferentes FiO2 y posterior insulto hiperóxico. 

 
 

Como parte importante del daño pulmonar por hiperoxia, se midió la expresión 

relativa del ARNm de genes implicados en la inflamación: el factor de necrosis 

tumoral (TNF-α), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1-β (IL-1β). En la figura 15 

podemos ver los resultados obtenidos.  

 

Los niveles de expresión de la Il1-β (Figura 15.A) muestran una disminución 

significativa en el grupo nacido en hipoxia respecto al grupo Nx21/100. Se 

encontraron valores más elevados en el grupo Nx21/100 aunque no con una 

diferencia estadísticamente significativa con respecto al control. 

 

Como vemos en la figura 15.B, la expresión relativa del ARNm de TNF-α 

presenta una disminución estadísticamente significativa en el grupo Hx14/100, 

en comparación con el grupo Nx21/100. Entre los grupos Nx21/21 y Nx21/100 

no hay diferencias estadísticamente significativas.  

 

Finalmente, los niveles de expresión del ARNm de la Il-6 (Figura 15.C), 

muestran un incremento estadísticamente significativo en el grupo nacido en 

hipoxia (Hx14/100) con respecto al Nx21/100.  
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Figura 15. Expresión de ARNm de IL-1b, TNF-a e IL-6 en pulmón de ratones P1 

nacidos bajo diferentes FiO2: Nx21/21 grupo control en aire ambiente (FiO2=0.21); 

Nx21/100 grupo normóxico sometido a hiperoxia (FiO2=1.0); Hx14/100: grupo hipóxico 
(FiO2=0.14) sometido a hiperoxia (FiO2=1.0). A) Niveles relativos de ARN de IL-1β, B) Tnf- α 

y C) Il-6. En todos se utilizó la utilizando gapdh como gen control. La diferencia estadística se 

indica como sigue: #<0.05 vs. Nx21/100. Todos los grupos tienen n=5. 
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5.6 Análisis histológico e inmuno-histoquímico de tejido pulmonar de 
crías de ratón a P1 durante la transición fetal neonatal bajo 
diferentes FiO2 y posterior insulto hiperóxico. 

 
 
 
Como podemos observar en las imágenes de cortes histológicos Figura 16.A), 

de los pulmones de los ratones nacidos bajo condiciones hipóxicas y su 

posterior insulto hiperóxico (Hx14/100) y el grupo control,Nx21/21, muestran 

morfología similar (Figura 16.A panel 1). En ambos podemos ver similar 

estructura de los septos alveolares y de la densidad celular (Figura 16.A. panel 

2 y 3).  

 

Sin embargo, el grupo nacido en aire ambiente y sometido a un insulto 

hiperóxico posterior (Nx21/100), presenta una morfología heterogénea y 

desestructurada del tejido (Figura 16.A). Los cortes histológicos de este grupo 

examinados con mayor aumento (100X), muestran un adelgazamiento de los 

septos alveolares, los cuales además presentan una morfología irregular, 

existiendo además un claro descenso de la densidad de células y un espacio 

más ancho entre los alveolos (Figura 16.A. panel 2 y 3). 

 

El estudio morfométrico pone de manifiesto un aumento del grosor de los 

septos en el grupo Hx14/100 con respecto al grupo Nx21/100 y un 

adelgazamiento de los mismos en este mismo grupo con respecto al control 

(Figura 17.A). En cuanto al parámetro MLI (Figura17.A)., como estimación del 

diámetro alveolar, se encontraron niveles aumentados en el grupo Nx21/100 

con respecto al grupo control como reflejo de la desestructuración de los 

mismos. En el grupo Hx14/100 estos niveles MLI se encontraron disminuidos 

con respecto al grupo Nx21/100. 

 

Además de se estudió la cantidad de núcleos apoptóticos de las muestras de 

tejido pulmonar mediante inmuno-histoquímica midiendo los niveles de 

caspasa-3 en cada uno de los cortes (Figura 17.B).  
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El grupo Nx21/100 muestra un aumento de células positivas de caspasa-3 en 

comparación con el grupo Nx21/21 y grupo Hx14/100 (Figura 17.B), mostrando 

unos niveles de caspasa-3 disminuidos con respecto a los otros 2 grupos, con 

una diferencia estadísticamente significativa, con una p <0,05 con respecto al 

grupo control y una p<0,01 con respecto al grupo Nx21/100 (Figura17.B). 
 

	
Figura 16. Histología cortes pulmón a día P1. Imágenes representativas del 

parénquima pulmonar y muerte celular en ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO2. 

Nx21/21 grupo control en aire ambiente (FiO2=0.21); Nx21/100 grupo normóxico sometido 

a hiperoxia (FiO2=1.0); Hx14/100: grupo hipóxico (FiO2=0.14) sometido a hiperoxia 

(FiO2=1.0). A) Secciones semifinas de pulmón a P1, las imágenes fueron tomadas a diferentes 

aumentos (barra de escala=50 µm; barra de escala=10 µm) (n=3). B) Imágenes de marcaje 

positivo (color marrón) con caspasa-3 a P1 para cada grupo experimental, Nx21/21, Nx21/100 

y Hx14/100 para caspasa-3. Las flechas negras indican caspasa-3 positiva. Barra de escala = 

50 µm (n=3). 
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Figura 17. Representación gráfica del estudio morfométrico y el contaje de muerte 

celular en pulmón de ratones P1 nacidos bajo diferentes FiO2. Nx21/21 grupo control en 
aire ambiente (FiO2=0.21); Nx21/100 grupo normóxico sometido a hiperoxia (FiO2=1.0); 

Hx14/100: grupo hipóxico (FiO2=0.14) sometido a hiperoxia (FiO2=1.0). A) Los gráficos 

representan el grosor del tabique alveolar y el MLI para cada grupo experimental, Nx21/21, 

Nx21/100 y Hx14/100 (n=4). B) Representación gráfica de la proteína caspasa-3, en relación 

del área pulmonar. La diferencia estadística se indica como sigue: *<0.05 vs. Nx21/21, **<0.01 

vs. Nx21/21, #< 0.05 vs. Nx21/100 y ##<0.01 vs. Nx21/100. Todos los grupos tienen n=3. 
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5.7 Determinación de biomarcadores de daño a lípidos por estrés 
oxidativo en tejido pulmonar de crías de ratón a P7 durante la 
transición fetal neonatal bajo diferentes FiO2 y posterior insulto 
hiperóxico. 

 
 
 
 
Se midió el daño oxidativo en ratones a día P7 a través de los biomarcadores 

de peroxidación lipídica. Los resultados mostraron un aumento significativo de 

PGF2a, 8-isoPGF2a, 8-iso-15keto-PGE en el grupo experimental Nx21/100 

respecto al grupo Hx14/100 y al control, al igual que el valor total de los 

isofuranos. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas para los 

grupos de estudio para 8-iso-15ketoPGF2a, PGE, 8-isoPGE (Figura18.A) y 

para los isoprostanos totales (Figura 18.B).  

Por tanto, a la semana de producirse el insulto hiperóxico, el grupo nacido bajo 

condiciones hipóxicas protege frente al estrés oxidativo. 
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Figura 18. Determinación de daño oxidativo a lípidos en pulmón de ratones P7 

nacidos bajo diferentes FiO2: Nx21/21 grupo control en aire ambiente (FiO2=0.21); 

Nx21/100 grupo normóxico sometido a hiperoxia (FiO2=1.0); Hx14/100: grupo hipóxico 

(FiO2=0.14) sometido a hiperoxia (FiO2=1.0).  A) Niveles de PGE2, PGF2a, 8iso-PGF2, 8iso-

PGE2, 8iso-15-KetoPGF2, 8iso-15-KetoPGE2 y B) Niveles totales de isoprostanos e 

isofuranos. La diferencia estadística se indica como sigue: *<0.05 vs. Nx21/21, **<0.01 vs. 

Nx21/21, #< 0.05 vs. Nx21/100 y ##<0.01 vs. Nx21/100. Todos los grupos tienen n=5. 
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5.8 Análisis histológico e inmuno-histoquímico de tejido pulmonar de 
crías de ratón a P7 durante la transición fetal neonatal bajo 
diferentes FiO2 y posterior insulto hiperóxico. 

	
	
 
A la semana del nacimiento el estudio histológico como se muestra en la figura 

19. A panel 1, a nivel macroscópico no se encuentran grandes diferencias el 

entre el grupo Nx21/100 respecto al grupo control y el grupo nacido en hipoxia 

(Hx14/100) como se observó a P1. Sin embargo, si observamos la sección de 

semifinos a mayores aumentos (figura 19.A panel 2 y 3) se observan algunas 

diferencias. Mientras que entre el grupo Nx21/21 y Hx14/100 no hay diferencias 

en el grosor del tabique en superficie de intercambio gaseoso o en el diámetro 

de alveolos determinado por MLI (figura20.A).   

 

En el grupo Nx21/100 el grosor del septum de los alveolos es más fino y más 

irregular que en el grupo nacido bajo condiciones hipóxicas (Figura 20.A). 

Además, los valores de MLI determinados indican una mayor longitud de los 

alveolos en este grupo respecto al Hx14/100 (figura 20.A). 

 

Si observamos el marcaje de caspasa-3 positivo a P7 observamos que hay una 

cantidad similar de célula marcadas (Figura19.B). Al hacer el contaje no se 

obtuvieron diferencias entre los diferentes grupos de estudio (Figura 20.B). 

 

Por tanto, a la semana del insulto hiperóxico sigue habiendo un daño causado 

por el estrés oxidativo que aún perdura. Sin embargo el nacimiento bajo 

condiciones hipóxicas parece que protege al pulmón de este daño. 
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Figura 19. Imágenes histología cortes pulmón a P7. Imágenes representativas del 

parénquima pulmonar y muerte celular en ratones P7 nacidos bajo diferentes FiO2. 

Nx21/21 grupo control en aire ambiente (FiO2=0.21); Nx21/100 grupo normóxico sometido 

a hiperoxia (FiO2=1.0); Hx14/100: grupo hipóxico (FiO2=0.14) sometido a hiperoxia 

(FiO2=1.0). A) Secciones semifinas de pulmón, las imágenes fueron tomadas a diferentes 

aumentos (barra de escala=50 µm; barra de escala=10 µm) (n=3).  B) Imágenes de marcaje 

positivo (color marrón) con caspasa-3 para cada grupo experimental, Nx21/21, Nx21/100 y 

Hx14/100 para caspasa-3. Las flechas negras indican caspasa-3 positiva. Barra de escala = 50 

µm (n=3). 
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Figura 20. Representación gráfica del estudio morfométrico y el contaje de muerte 

celular en pulmones de ratones P7 nacidos bajo diferentes FiO2. Nx21/21 grupo control 

en aire ambiente (FiO2=0.21); Nx21/100 grupo normóxico sometido a hiperoxia (FiO2=1.0); 

Hx14/100: grupo hipóxico (FiO2=0.14) sometido a hiperoxia (FiO2=1.0). A) Los gráficos 

representan el grosor del tabique alveolar y el MLI para cada grupo experimental, Nx21/21, 

Nx21/100 y Hx14/100 (n=4). B) Representación gráfica de la proteína caspasa-3, en relación 

del área pulmonar. La diferencia estadística se indica como sigue: *<0.05 vs. Nx21/21, **<0.01 

vs. Nx21/21, #< 0.05 vs. Nx21/100 y ##<0.01 vs. Nx21/100. Todos los grupos tienen n=3. 
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6 DISCUSIÓN 
	
	
 
En ausencia de intervenciones efectivas para prevenir los partos prematuros, la 

mejora de la supervivencia de los bebés que nacen en los límites biológicos de 

viabilidad, se ha basado en los avances en la atención perinatal que se ha 

producido en los últimos 50 años. La mayoría de los bebes extremadamente 

prematuros ahora sobreviven, pero a menudo desarrollan una disfunción 

pulmonar crónica (59). No solo en forma de DBP, que sería la forma más 

grave, si no que también, en pacientes prematuros no diagnosticados de DBP, 

presentan morbilidades respiratorias (151), como mayor riesgo de 

broncorreactividad, broncobstrucción, y un riesgo aumentado de enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica (EPOC) en la edad adulta (152)(153). 

 

A pesar de los grandes esfuerzos para minimizar los daños que se producen 

por intervenciones posnatales como la oxigenación, ventilación mecánica y 

corticosteroides, la DBP sigue siendo la complicación más frecuente del parto 

prematuro (154). Ésta, es el resultado de una respuesta reparadora aberrante a 

la lesión prenatal y postnatal repetitiva durante el desarrollo pulmonar. En 

consecuencia, este dañado desemboca en una alteración vascular y de las 

vías aéreas permanente que puede afectar a la función pulmonar del adulto 

(155).  
 

 
Figura 21. Línea de tiempo de las variables que modulan el desarrollo pulmonar desde 

la preconcepción hasta después de que se produce el parto prematuro(59). 

 
Como vemos en la figura 21, existen momentos claves en el desarrollo 

pulmonar y su alteración puede acabar produciendo daño pulmonar y 
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finalmente DBP. Aun así, sigue siendo la edad gestacional al nacimiento el 

factor predictor más importante para el desarrollo de DBP. Por tanto, el daño al 

pulmón que se produce en el prematuro, ocurre en pleno desarrollo del mismo 

y la reparación de ese daño se realiza a la vez que el pulmón sigue 

madurando. Esa remodelación del pulmón puede seguir a lo largo de los 

años(156).  

 

Las estrategias de prevención en la actualidad se basan en minimizar el daño 

derivado del uso de la ventilación mecánica, evitando la intubación y utilizando 

ventilación no invasiva preferentemente (157). También realizando un uso 

racional de oxígeno, con unos objetivos de saturación de oxígeno tanto en sala 

de partos (158)(78) como durante la estancia hospitalaria dentro del rango 

adecuado (91-95%) (159), y medidas farmacológicas como como el uso de 

cafeína y los corticoides sistémicos.  

 

Por tanto, es de vital importancia el estudio de otras estrategias preventivas de 

este daño, desde el momento que se produce el parto pretérmino. El momento 

de la TFN es un momento decisivo, en el que además existe un aumento del 

estrés oxidativo en recién nacidos prematuros, que debido a la inmadurez 

pulmonar puede desencadenar una serie de alteraciones que pueden llegar a 

modificar el normal desarrollo pulmonar (160). 

 

Mucho de lo que sabemos sobre la patogenia del daño pulmonar en el 

prematuro se debe a estudios con modelos animales (110). Uno de los 

primeros estudios, en los años 50, se centró en estudiar el SDR del recién 

nacido, exponiendo a conejos a altas concentraciones de oxígeno (161). Otro 

de los primeros estudios, publicado en el año 1965, se centró en los cambios 

histológicos en pulmones de ratón, encontrando en los pulmones que se 

expusieron a altas concentraciones de oxígeno un peor desarrollo, 

enfisematosos y con menos vasos sanguíneos, además de que se encontraron 

hemorragias dispersas. En aquellos que se expusieron durante menos tiempo y 

posteriormente fueron expuestos a aire ambiente, mostraron una histología 

aparentemente normal, haciendo suponer que podía haber cierta recuperación 

del daño (162).  
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Actualmente, existen numerosos estudios de daño pulmonar/DBP en ratones.  

En ellos, se desarrolla el daño por hiperoxia, ventilación mecánica, 

hipoxia/hiperoxia, hipoxia sola, inflamación/corioamnionitis o modelos con 

ratones transgénicos (61). Normalmente en los modelos de hiperoxia, los 

animales son sometidos a altas concentraciones de oxígeno durante mínimo 

12-24 horas. Sin embargo, se ha visto que una breve exposición a altas 

concentraciones de oxígeno, por ejemplo durante en la estabilización inicial, se 

correlaciona significativamente con el desarrollo de DBP (163). Y es en este 

punto, con el presente trabajo, donde queremos dilucidar si modificando la 

exposición al oxígeno en el momento de la TFN podemos mejorar la 

adaptación y posterior desarrollo de los pulmones de los recién nacidos 

prematuros.  

 

Debido a la escasa existencia de estudios experimentales de TFN, muchos de 

los estudios de hiperoxia en ratones analizan pulmones de ratones de varios 

días de vida, incluso de hasta 8 semanas (19). Cuando se exponen a altas 

concentraciones de oxígeno ratones recién nacidos, es normalmente durante 

varios días y sacrificados por ejemplo, a día P1, P3, P7, P10 y P14(164); P28 

(165) o P56 (166), en los que ya se puede observar un daño.  

  

En nuestro modelo, además de ser un modelo de TFN, tiene la ventaja de que 

el pulmón del ratón recién nacido se encuentra en la misma fase evolutiva que 

el pulmón de un recién nacido prematuro (58), y por lo tanto nos ofrece la 

posibilidad de estudiar el efecto de diferentes concentraciones de oxígeno en 

ese momento tan crucial del desarrollo pulmonar, ofreciéndonos además una 

ventana de posibilidades de actuación a los clínicos para intentar minimizar el 

daño que ya de por sí supone para estos niños enfrentarse a la TFN sin estar 

preparados para ello.  

 

Además, se propone un campo de estudio innovador, como es el 

precondicionamiento hipóxico. En estudios realizados en otros campos de la 

medicina, el precondicionamiento ha mejorado resultados en reperfusión y 

cirugías posteriores(167),(84). Por tanto, podría ser un buen enfoque estudiar 
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si en la TFN mejora o prepara a un recién nacido prematuro frente a un insulto 

hiperóxico, al que es bastante probable que sea sometido. En nuestro caso, 

este precondicionamiento hipóxico podría interpretarse también como una 

prolongación de la oxigenación intraútero y un retraso en el estrés oxidativo 

que se produce al nacimiento al pasar a una concentración de oxígeno del 

21%. Por lo tanto, nos planteamos si el mantenimiento del recién nacido 

prematuro al nacer en una concentración de oxígeno similar a la que tenía 

intraútero, podría inducir cambios a nivel del pulmón que lo protegiera frente a 

un insulto hiperóxico posterior o por el contrario esa hipoxia moderada es 

perjudicial a nivel de su adaptación. De esta manera, podemos establecer si 

esta hipoxemia podría actuar como precondicionante, prolongando los niveles 

de oxigenación prenatales, favoreciendo una mejor adaptación de los recién 

nacidos al medio extrauterino, protegiendo de un posible daño posterior por 

altas concentraciones de oxígeno y disminuyendo el estrés oxidativo que se 

produce, así como la inflamación y los cambios en la estructura del pulmón que 

podrían derivar en la enfermedad pulmonar crónica del prematuro o DBP. Este 

estudio además puede arrojar nuevas maneras de abordar la estabilización en 

sala de partos del prematuro.  

 

En este modelo experimental de TFN, los ratones nacen bajo diferentes 

concentraciones de oxígeno, unos en aire ambiente (FiO2=0.21) y otros en 

hipoxia moderada (FiO2=0.14; simulando la hipoxia intrauterina), pasando 

posteriormente a aire ambiente.  

 

En la evaluación del daño oxidativo en nuestro modelo, encontramos una 

disminución del estrés oxidativo en el grupo del precondicionamiento hipóxico 

frente a la reanimación con 100% de oxígeno en el pulmón frente a los 

controles mantenidos en aire ambiente (FiO2 0.21). Concretamente 

encontramos un aumento de los niveles de GSH por la activación de la vía de 

la transulfuración a través de la enzima limitante Cbs. Este hallazgo es de gran 

importancia ya que por un lado, el GSH es el antioxidante no enzimático más 

relevante y uno de los nodos reguladores del estado redox celular. GSH es 

muy relevante a nivel pulmonar, en el que además ejerce un papel protector a 

nivel de los alveolos y en las células epiteliales (168). Por lo tanto, cuanto 
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mayores sean sus niveles, más preparado estará ese tejido contra el estrés 

oxidativo. En estudios de hipoxia precondicionante ya se vio que el aumento 

del GSH producía una disminución del estrés oxidativo (81).  

 
Además, en estudios realizados en humanos recién nacidos asfixiados y re-

oxigenados con 100% de oxígeno tenían una disminución significativa del 

cociente GSH/GSSG en las primeras horas después del nacimiento en 

comparación con neonatos que fueron reanimados con aire ambiente. Es decir, 

había una concentración mayor de GSSG que de GSH. Las células por tanto, 

mantenían un estado pro oxidativo. Se veía además que 4 semanas después 

de la reanimación al nacimiento, el grupo reanimado con 100% de oxígeno 

seguía con valores del cociente GSH/GSSG significativamente inferiores a los 

controles o a los reanimados con aire (22). Aparentemente, por tanto, el estrés 

oxidativo de la TFN causado por la hiperoxia tras una hipoxia-isquemia era 

capaz de disparar mecanismos pro-oxidantes a largo plazo. Es por todo ello 

que al existir una mayor síntesis de GSH en el nacimiento bajo condiciones de 

hipoxia precondicionante, el pulmón va a estar más preparado para afrontar un 

aumento del estrés oxidativo posterior. Podemos decir que el nacimiento en 

hipoxia, favorece un estado celular más reducido.  

 

Por otro lado, en este punto es interesante destacar el papel de la Cbs. En 

nuestro estudio, vemos como esta enzima que forma parte de la síntesis de 

GSH en la vía de la transulfuración tiene un aumento de la actividad. En 

estudios experimentales con crías de ratón Cbs -/- presentaban una reducción 

del 50% en el número total de alvéolos (169) lo que sugiere un papel protector 

pulmonar de Cbs, cuya ausencia se vio que es perjudicial para el desarrollo del 

parénquima. Cabe destacar que la hiperoxia regula a la baja la expresión de 

Cbs (170). Además, esta enzima está involucrada en la síntesis del H2S. En 

estudios en los que administraba el H2S exógeno disminuyeron las alteraciones 

de la estructura pulmonar en modelos animales de DBP, restableciendo 

parcialmente la alveolarización, limitando la hipertensión pulmonar, limitando la 

inflamación y promoviendo la reparación del epitelio (171). Otro estudio 

también demostró la restauración del crecimiento alveolar, reparación de daño 

epitelial, disminución del reclutamiento de macrófagos, neutrófilos y eosinófilos 
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al pulmón, a través de la normalización de los niveles de IL-10, todo ello tras la 

administración de H2S (172). 

 

En nuestro modelo, el grupo en el que se evidenció mayor daño oxidativo a 

nivel proteico producido por el estrés oxidativo fue el Nx21/100. Niveles más 

bajos fueron hallados en el grupo control y en el grupo nacido en condiciones 

de hipoxia y sometido a hiperoxia posterior. Lo mismo ocurre con el daño a 

lípidos a día P1 y también posteriormente a día P7 se mantuvieron elevados 

muchos de los biomarcadores de peroxidación lipídica en ese mismo grupo 

(Nx21/100) reforzando el papel protector de la hipoxia precondicionante frente 

a un insulto hiperóxico posterior. 

 

Estudios experimentales ponen de manifiesto que incluso una leve hiperoxia 

(FiO2=0.4) produce un aumento de nitro-tirosina en cortes de pulmón que se 

mantiene a hasta P56 (166). Este aumento de nitro-tirosina medida en cortes 

de pulmón ya se había visto en pulmón expuesto a una concentración mayor 

de oxígeno (85-90%)(173). También se había ya demostrado que una hiperoxia 

de 1 hora de duración aumenta los niveles de carbonilación a proteínas(174). 

En nuestro estudio el daño a macromoléculas también se mantiene en los 

pulmones de ratón que se estudiaron a día P7.  

 

A nivel clínico, estudios realizados en humanos han demostrado un mayor nivel 

de daño a lípidos y proteínas en recién nacidos que desarrollan DBP. Por 

ejemplo se ha correlacionado un aumento de la 3-nitrotirosina  en plasma 

durante el primer mes de vida en prematuros que posteriormente desarrollaron 

DBP(133). En estudios realizado por nuestro grupo también se evidenció un 

mayor nivel de isofuranos, orto-tirosina y 8-OHdG en el día 7 tras una 

reanimación al nacimiento con FiO2=0.9 en comparación con los reanimados 

con FiO2=0.3, correlacionándose además con el desarrollo posterior de 

patología pulmonar crónica(163). Otros estudios realizados, ponen también de 

manifiesto un aumento de la oxidación de lípidos y proteínas en prematuros 

que desarrollan DBP en comparación con los que no la desarrollan (131). Por 

tanto, es importante recalcar que estas diferencias de estado oxidativo se 

observan en los primeros días de vida, poniendo de manifiesto la importancia 
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del daño producido en las horas/días posteriores al parto y su contribución a un 

proceso patológico a más largo plazo (125).  

 

En nuestro modelo la hipoxia precondicionante disminuye los niveles de 

biomarcadores de daño a macromoléculas tras un insulto hiperóxico y por tanto 

podría proteger al pulmón de un daño a más largo plazo. 

	
Como estamos viendo, en los pulmones expuestos a altas concentraciones de 

oxígeno hay un aumento del daño a biomoléculas en comparación con el grupo 

control, y la hipoxia precondicionante disminuye esos biomarcadores de daño 

tras la exposición a los mismos niveles de oxígeno.  

 

A continuación, medimos la expresión de enzimas antioxidantes a nivel 

pulmonar, en concreto, la Sod1 y la Cat, la cual es considerada la enzima 

antioxidante más importante detoxificando H2O2 exógeno en los neumocitos 

tipo 2 (175). En primer lugar, la Sod1 se encontró aumentada en el grupo 

Nx21/100, posiblemente porque hay una mayor cantidad de O2-, en 

comparación con los otros grupos, que ha convertirse en H2O2. De la misma 

manera, se pudo ver en este estudio realizado en ratas (176), la exposición a la 

hiperoxia indujo la expresión del ARNm de Sod aumentando su expresión del 

tercer al quinto día de exposición.  

 

Además, en nuestro estudio la expresión de Cat se estaba disminuida en el 

grupo Nx21/100 y significativamente aumentada en el grupo nacido en hipoxia 

con hiperoxia posterior (Hx14/100). La enzima Cat, contiene un grupo hemo 

capaz de eliminar altos niveles de H2O2, proveniente de la dismutación de O2- 

por la Sod. Para explicar estos hallazgos se midió la cantidad de peróxidos en 

el tejido, encontrando un aumento significativo en el grupo Nx21/100. Por tanto, 

podríamos decir que en nuestro modelo la Cat está en el grupo nacido bajo 

condiciones hipóxicas detoxificando el H2O2 y sin embargo en el grupo 

Nx21/100 no, debido a la baja expresión que se observa y por ello hay una 

acumulación de peróxidos en el tejido, produciendo daño tisular. Aunque el 

H2O2 es una molécula importante en se la señalización y regulación de 

procesos redox, esto sólo ocurre cuando existen en el tejido cantidades 



	 104	

fisiológicas del mismo, sin embargo actúa dañando a biomoléculas cuando 

existen cantidades suprafisiológicas del mismo (177). 

 

En la mayoría de estudios experimentales la expresión y actividad de las 

enzimas antioxidantes son diversos. Normalmente se suele ver la actividad de 

las mismas disminuida en situaciones de hiperoxia prolongada y estrés 

oxidativo. En un estudio realizado en ratones, la actividad de la Sod disminuyó 

progresivamente a  partir de las 12 horas de hiperoxia, y la actividad de la Cat 

aumentó a partir de las 48 horas de exposición al oxígeno (19). La diferencia 

con nuestro estudio es la duración de la hiperoxia. Puede que en  un momento 

agudo aumenten los radicales libres y se incremente la expresión de Sod, pero 

que por otro lado, la actividad de la Cat, en condiciones de hipoxia 

precondicionante  aumente su expresión y por tanto tenemos menos niveles de 

peróxidos en tejido en ese grupo. Existen otros estudios en los que se ha 

observado un aumento de la Cat en situaciones de hipoxia (21)(178), en este 

último, se concluye que la hipoxia crónica materna en las fases tardías de la 

gestación, a través de la inducción de esa enzima, favorece la reabsorción de 

líquido pulmonar y la maduración del surfactante, siendo esto una respuesta 

adaptativa para una TFN exitosa.  

	
Estos cambios producidos por la hipoxia precondicionante a nivel del sistema 

antioxidante podrían ser beneficiosos en el caso de los recién nacidos 

prematuros, puesto que diversos estudios ponen de manifiesto que la inducción 

de la actividad antioxidante en estos niños esta disminuida en situaciones de 

estrés oxidativo (179). De hecho en este mismo estudio, realizado en conejos 

prematuros, observaron que existía un aumento del mARN de Sod1, pero que 

luego no se correspondía con un aumento de la actividad antioxidante 

posterior, sugiriendo una inhibición post-traslacional. La misma situación se 

observó en el estudio realizado con ratas (176), en el que el aumento de la 

actividad de Sod2, no fue paralelo al incremento de la cantidad de su proteína 

a día 5, 7 y 14 de exposición. Concluyendo que además de la activación 

transcripcional, la regulación traslacional y post-traslacional juega un papel 

decisivo en el control de la actividad de dicha enzima en la exposición a la 

hiperoxia. También se ha demostrado que la administración exógena de Cat en 
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ratones infectados con virus respiratorio sincitial, reduce la inflamación y 

obstrucción de las vías aéreas, con una reducción de citoquinas 

proinflamatorias en el lavado broncoalveolar, poniendo de manifiesto una vez 

más la importancia de esta enzima en la protección del daño pulmonar (180). 

Por otro lado, uno de los mecanismos de daño pulmonar más importantes es la 

inflamación. Durante la exposición al oxígeno, se produce un reclutamiento de 

células inflamatorias en el pulmón y una activación de citoquinas pro 

inflamatorias. En nuestro modelo, podemos ver un aumento significativo de la 

expresión de IL-1β y de TNF-α en el grupo Nx21/100. En otros modelos 

animales, TNF-α se encontró aumentado también en pulmones de ratas (181) y 

ratones (182) expuestos a hiperoxia y a nivel clínico también se observó en 

aspirados traqueales de neonatos que posteriormente desarrollaron DBP (114) 

y en niños con SDR (117). Por tanto, TNF-α puede inducir la apoptosis de las 

células mediante la señalización del receptor de muerte celular (183). Un nivel 

elevado del mismo, puede promover la inflamación crónica que conduce al 

desarrollo de DBP. Esta inflamación crónica se puede ver en otros estudios 

realizados en ratones incluso con exposición a niveles de oxígeno de 

40%(166).  

En nuestro modelo también se observa un aumento de la expresión de IL-1β en 

el grupo Nx21/100.  Esto se vio también en ratones expuestos a 

concentraciones superiores al 95% de oxígeno, en los que hubo un aumento 

de cinco veces más en los niveles de expresión de IL-1β incluso a los 7 días de 

exposición (182). En el mismo, se pudo observar inflamación a nivel de los 

alveolos y un leve edema y tras 10 días de exposición hubo un aumento de la 

letalidad. En otro estudio en conejos (184), la expresión de IL-1β aumentó tras 

2-4 días de hiperoxia, con unos niveles máximos en los días 6-10 de 

exposición, para posteriormente disminuir. Este patrón de elevación de la 

expresión de dicha citoquina, se correlacionó con un aumento y posterior 

disminución de inflamación a nivel histológico.  

Sin embargo, los niveles de expresión relativa de IL-6 están significativamente 

aumentados en el grupo Hx14/100 y no en el grupo Nx21/100 como el resto de 

citoquinas estudiadas. Aunque existen estudios en los que la hiperoxia eleva 
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los niveles de expresión de esta citoquina, como este modelo animal de DBP 

en el que se vio un incremento después de 7 días de exposición al oxígeno 

(182), hay evidencia de que la IL-6 actúa como una hormona autocrina, 

paracrina y exocrina y además ha mostrado tener un efecto antiinflamatorio 

inhibiendo la afluencia de neutrófilos e induciendo IL-1RA (receptor soluble de 

TNF), en un modelo de inflamación pulmonar aguda por hiperoxia (185). La IL-

6 ya ha sido estudiada como protectora frente al daño pulmonar por hiperoxia. 

En un modelo con ratones knock-out sometidos a 100% de oxígeno, se pudo 

demostrar que IL-6 disminuía marcadamente el daño pulmonar por hiperoxia y 

esta protección se asoció a una marcada disminución en la muerte celular por 

hiperoxia y de la fragmentación de ADN (186). En otro estudio realizado con 

ratones knock-out para IL-6, éstos mostraron una mayor inflamación 

broncoalveolar en un modelo de SDR agudo (187), y también un mayor 

deterioro de las propiedades elásticas del pulmón y además estos ratones con 

deficiencia de IL-6, mostraron mayor hipertensión pulmonar aguda. Existen 

estudios que han relacionado la IL-6 con la activación de la respuesta 

inmunitaria, concretamente se encontró que este déficit podría estar 

relacionado con una disminución de respuesta de los anticuerpos y por tanto, 

una mayor susceptibilidad a infecciones. También se objetivó la habilidad de IL-

6 para promover la inmunidad humoral (188).  

Se sabe que IL-1β e IL-6 son particularmente activas en fase aguda de la 

respuesta al daño y se han encontrado en muestras de lavado broncoalveolar 

elevadas en fases muy tempranas en recién nacidos pretérmino que finalmente 

desarrollan DBP(18). Sin embargo, en nuestro modelo, el hecho de que la 

expresión de IL-6 esté elevada en el grupo nacido en hipoxia precondicionante, 

y sabiendo su papel en la regulación de la inflamación y la respuesta 

inmunitaria, hace pensar una vez más en el papel protector de la hipoxia 

precondicionante en la TFN. Además, se ha visto que la IL-6 se expresa en el 

epitelio pulmonar durante toda la gestación. Esto sugiere que tiene un papel 

fisiológico en los mecanismos de ramificación y desarrollo pulmonar (189). 

Estos hallazgos van en consonancia con otros estudios y la observación clínica 

en los que vemos que la corioamnionitis, que asocia un incremento de la IL-6, 
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promueve la maduración pulmonar, disminuyendo la incidencia de SDR en el 

recién nacido (190) (191).  

A nivel morfológico los estudios experimentales muestran daños en el 

parénquima pulmonar tras la hiperoxia. Entre estas alteraciones morfológicas 

las más frecuentes son la simplificación alveolar o la fibrosis que se producen 

tras varias horas y/o días de exposición al oxígeno como en los estudios 

realizados entre los días P1 y P14 en ratas y ratones cuando se enfrentaron a 

condiciones experimentales similares a la exposición a altos niveles de O2 (60-

95%) durante un período de tiempo determinado (limitado o prolongado) (192) 

(193) (194) (195).  

 

Normalmente los modelos animales cuantifican el daño al pulmón a través del 

número de alveolos, el área de intercambio gaseoso, la vascularización del 

pulmón y el grosor de los septos alveolares (196). En muchos estudios, se 

mide el MLI que se usa como medida indirecta del aumento de espacio aéreo, 

incluyendo alveolos y conductos alveolares (193).  En estudios experimentales, 

los pulmones de ratón sometidos a condiciones hiperóxicas, muestran una 

simplificación alveolar (197)(198),  medida como un aumento de la MLI, tras 14 

días de hiperoxia. Este aumento de MLI se observa en otros modelos de daño 

pulmonar por hiperoxia (166) tras 7 días de exposición a 65% de oxígeno, y 

esta desestructuración , además se mantiene en los ratones adultos (199). En 

otro estudio realizado en ratones (165), en el día P28 las crías de ratón 

expuestas a 85% de oxígeno, mostraron un MLI que era el doble de las crías 

mantenidas en aire ambiente, indicando una reducción importante en la 

superficie alveolar de las crías sometidas a oxígeno. En nuestro estudio, a 

pesar de ser una breve exposición a altas concentraciones de oxígeno (1 hora 

FiO2=1.0), el grupo Nx21/100 mostro un MLI aumentado, pudiendo ver en los 

cortes histológicos que los alveolos en este grupo mostraban mayor 

desestructuración y unos septos alveolares más delgados, existiendo además 

un claro descenso de la densidad de células y un espacio más ancho entre los 

alveolos. El grupo Nx21/21 y el nacido bajo condiciones de hipoxia 

precondicionante mostraron morfología similar, a pesar de exponer a hiperoxia 

posteriormente al grupo Hx14/100, poniendo de manifiesto los efectos 
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protectores de esta hipoxia precondicionante. Estos ratones a P1 además 

corresponden con una fase de maduración pulmonar similar al prematuro de 

entre 23-32 semanas, por lo que estos hallazgos son muy importantes, ya que 

son pacientes sometidos a muchas agresiones hiperóxicas a lo largo de sus 

primeras semanas. A día P7 seguimos encontrando las mismas diferencias a 

nivel histológico, tal y como muestran los estudios en los que el daño por 

hiperoxia se mantenía hasta incluso la edad adulta. Y seguimos observando 

como en el grupo nacido en condiciones hipoxia estas diferencias estructurales 

y la protección frente a la hiperoxia persisten. Este efecto protector de la 

hipoxia precondicionante se puso de manifiesto también en este estudio 

realizado en ratones, en el que se vio que protegía al pulmón de una hipoxia 

severa posterior, atenuando el edema pulmonar y preservando el intercambio 

gaseoso (200). 

 

En referencia al análisis de muerte celular, los resultados obtenidos en el 

presente estudio, mediante el marcaje con caspasa-3 como indicador de 

apoptosis, se observa un aumento de la misma en el grupo Nx21/100. En 

estudios realizados en ratones, se vio que la exposición a ventilación mecánica  

con 40% de oxígeno durante 8 horas en ratones a P4, había un aumento de la 

caspasa-3 así como de células TUNEL positivas, otro indicador de apoptosis 

celular (201). En otro estudio en ratones también se pudo observar que tras la 

exposición a 85% de oxígeno, los neumocitos tipo II eran más susceptibles a la 

apoptosis (165). Existen más estudios en los que se ha encontrado un aumento 

de la muerte celular tras la exposición a altas concentraciones de oxígeno. Por 

ejemplo, en ratas sometidas a 90% de oxígeno durante varios días, midiendo la 

muerte celular mediante TUNEL, se vio un aumento de la apoptosis de los 

neumocitos tipo II, viendo un aumento gradual de los índices de apoptosis, no 

siendo significativa la diferencia en el primer día, pero si en el día 3,7,10 y 14 

de exposición a oxigeno (164). En estudios in vitro (202), se ha podido 

observar que la hipoxia precondicionante en células madre mesenquimales,  

reduce la apoptosis, la expresión de caspasa-3 e in vivo, una vez trasplantadas 

en tráquea de rata con DBP, se restableció la estructura alveolar y la función 

pulmonar y se disminuyó la hipertensión pulmonar. Demostrando que estas 
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células con precondicionamiento hipóxico podrían tener un marcado beneficio 

terapéutico en DBP. 

 

Estos hallazgos están en sintonía con nuestros resultados in vivo en los que 

ratones nacidos bajo condiciones de hipoxia y sometidos a un insulto 

hiperóxico posterior mostraron una reducción significativa de muerte celular en 

comparación con los ratones nacidos en aire ambiente sometidos a la misma 

hiperoxia posteriormente. Este efecto protector contra la muerte celular, 

además, persistía a día P7. 

 

Resumiendo, podemos afirmar que nuestros resultados reflejan que un periodo 

de hipoxia precondicionante en la transición fetal-neonatal promueve un 

ambiente reductor en el tejido pulmonar, con un menor estrés oxidativo y un 

menor daño molecular y tisular tras a un insulto hiperóxico.  

 

Podríamos pensar que un retraso en la oxigenación en el momento de la TFN, 

podría preparar el pulmón del recién nacido prematuro, en pleno desarrollo, 

para el estrés oxidativo posterior, ya sea el producido por hiperoxia, por 

ventilación mecánica o por infecciones. 

 

La traslación a la clínica de estos hallazgos requiere una adaptación 

conceptual en cuanto a qué significa un período de hipoxia postnatal en cuanto 

a intensidad y duración que no afecte a constantes vitales del prematuro. Pero, 

no hay duda de que estos resultados podrían abrir la puerta a nuevos estudios 

sobre la hipoxia precondicionante y su aplicación a nivel clínico, dada la 

importancia de mejorar la morbilidad respiratoria de los recién nacidos 

prematuros.  
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7 CONCLUSIONES 
 
 
 
	

1. El nacimiento bajo una hipoxia precondicionante (FiO2=0.14) disminuye 
el daño oxidativo a proteínas y lípidos en tejido pulmonar frente a un 
insulto hiperóxico (FiO2=1.0) en crías de ratón a día P1 y se mantiene 
hasta P7.  

 
2. La hipoxia precondicionante mejora el estado redox frente a un insulto 

hiperoxico (FiO2=1.0) a nivel pulmonar en crías recién nacidas (P1) 
mediante el aumento de la síntesis de GSH, activación de la defensa 
antioxidante y disminución de la inflamación. 
 
 

3. El daño oxidativo producido por el insulto hiperóxico es revertido en 
condiciones de hipoxia precondicionante sobre el parénquima pulmonar 
en crías de ratón a P1 y P7, mejorando la estructuración alveolar, los 
tabiques alveolares y con una reducción de la muerte celular.  

 
4. La hipoxia precondicionante podría abrir un nuevo campo de estudio en 

la transición fetal neonatal, partiendo de la idea de que podría inducir 
una serie de modificaciones en la regulación redox que podría ser 
protector a nivel pulmonar frente a un insulto hiperóxico posterior.  
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9 ANEXOS 
 
9.1 AUTORIZACIÓN PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
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