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Resumen

El radical libre es cualquier especie quimica que contenga uno o
mas electrones no apareados, y es habitual que las reacciones en
las que interviene sean procesos en cadena. Los lipidos, los aci-
dos nucleicos, los hidratos de carbono y las protefnas son suscep-
tibles al ataque de los radicales libres, que sufren un dafio oxida-
tivo in vivo, lo que degenera en fenémenos de necrosis o de
apoptosis celular. En contraposicién a tales sistemas de oxida-
cion, las células cuentan con enzimas y moléculas antioxidantes.
Este delicado equilibrio existente en el organismo en condiciones
de normoxia entre los mecanismos oxidantes y antioxidantes se de-
fine como estrés oxidativo. El desequilibrio de estos sistemas, en
particular el estrés oxidativo derivado de un déficit en la madura-
cién de los sistemas antioxidantes en el neonato, participa direc-
ta o indirectamente en la génesis de la patologfa clinica, contri-
buyendo tanto a la patogenia como al prondstico. Ademas, hay
condiciones inherentes al recién nacido que incrementan su sus-
ceptibilidad al dafio pulmonar, convirtiendo al pulmén en un 6rga-
no critico en este proceso de adaptacion a la vida extrauterina,
sobre todo teniendo en cuenta que la maduracién pulmonar con-
tinGa durante la etapa posnatal. En cualquier caso, se sabe que
los recién nacidos tienen una mayor resistencia a la toxicidad por
el oxigeno, posiblemente relacionada con su capacidad para au-
mentar la concentracion de las enzimas antioxidantes. Por todo lo
anterior, se concluye que el conocimiento de estas vias de sefia-
lizacién puede contribuir en gran manera al desarrollo de futuros
tratamientos; aunque en la actualidad la terapéutica con antioxi-
dantes se esta estudiando en modelos experimentales, atin no es
una practica habitual en nifios recién nacidos.
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Abstract

Title: Oxidative stress in the newborn and its influence on pul-
monary vascular physiology

A free radical is any chemical species that has one or more
unpaired electrons. These species usually take part in chain re-
actions. Lipids, nucleic acids, carbohydrates and proteins are
susceptible to free radical attack, which produces /n vivo oxida-
tive damage that degenerates into cellular necrosis or apoptosis.
To combat these oxidation systems, the cells are equipped with
enzymes and antioxidant molecules. The delicate balance be-
tween oxidant and antioxidant mechanisms, which exists in the
organism under conditions of normoxia, is defined as oxidative
stress. An imbalance in these systems, in particular, oxidative
stress derived from a lack of maturity of the antioxidant systems
in the newborn infant, participates directly or indirectly in the
clinical onset of disease, playing a role in both the pathogenesis
and the prognosis. Moreover, there are conditions inherent in the
newborn infant that increase his or her susceptibility to pulmon-
ary damage, making the lung a critical organ in the process of
adaptation of the infant to extrauterine life, especially since the
lung continues to mature after birth. In any case, newborn in-
fants are known to be more resistant to oxygen toxicity, possibly
due, at least in part, to their ability to increase antioxidant en-
zyme levels. Thus, the authors conclude that the knowledge of
these signalling pathways may contribute substantially to the
development of future treatments. Although, at the present time,
antioxidant therapy is being studied in experimental models, it is
not yet a routine practice in newborn infants.
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Definicion y caracteristicas
de los radicales libres

Se define el radical libre como cualquier especie quimica que
contenga uno o mas electrones no apareados. Los radicales
libres pueden reaccionar con otras moléculas de forma muy
diversa, donando o captando el electrén no apareado, convir-
tiéndolas en nuevos radicales libres. Por ello, es habitual que
las reacciones en las que intervienen sean procesos en cadena.

Tan sélo al encontrarse 2 radicales libres cesa el proceso. La
molécula de oxigeno diatémico (O,), a pesar de ser una especie
con caracteristicas de radical libre y el mas importante oxidan-
te en los organismos aerdbicos, es escasamente reactiva. La
reduccién que se produce in vivo catalizada enzimaticamente
transforma el 0, en superéxido (0,7) y en hidroperéxido (H,0,)
de forma coordinada y seriada. En presencia de metales de
transicién, como el hierro o el cobre, ambos radicales generan
de manera conjunta el extremadamente reactivo ion hidroxilo
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(OH"), considerado el radical responsable de la destruccion de
muchas importantes biomoléculas. Aunque en la préctica, el
hidroperdxido se considera un radical libre, en realidad, al igual
que los lipoperéxidos, no lo es, pues no posee electrones desa-
pareados. Ambos tienen una alta tendencia a transformarse en
ellos induciendo reacciones oxidativas en cadena, al aceptar
facilmente electrones procedentes de metales reducidos, co-
mo el Fe3*y el Cu?*. Al hidroperdxido, el superdxido y el hidroxi-
lo, que presentan una mayor reactividad que la molécula de O,
se les conoce como especies reactivas de oxigeno (ERQ).

La respiracion mitocondrial, la oxidacion peroximal de los
acidos grasos, la accién de las enzimas microsomales depen-
dientes del citocromo P,g, encargadas de metabolizar produc-
tos xenobiéticos y los medicamentos, y la actividad de las cé-
lulas fagocitarias durante su ataque a gérmenes patégenos
son las principales fuentes de radical superéxido in vivo. Las
principales fuentes de generacion de ERO en los sistemas hio-
l6gicos se resumen en la tabla 1'.

Ademaés de las enzimas asociadas a las membranas, hay
otras solubles, como la xantino oxidasa, la adenilato oxidasa,
la dihidrorotato deshidrogenasa, la flavoproteina deshidroge-
nasa y la triptéfano dioxigenasa, que pueden generar ERO du-
rante sus respectivos ciclos cataliticos. La xantino oxidasa, de
hecho, se utiliza ampliamente para generar O, en estudios in
vitroy analizar el efecto de las ERO en diversos procesos celu-
lares. En la membrana plasmética, la fuente enziméatica mas
importante de produccién del O, es la fosfato de dinucleétido
nicotinamida-adenina (NADPH) oxidasa fagocitica, que funcio-
na como un sistema de defensa contra los microrganismos?. La
cicloxigenasa localizada en la membrana plasmatica supone
también una fuente primordial de radical superéxido.

Los lipidos, los acidos nucleicos, los hidratos de carbono y las
proteinas son susceptibles al ataque de los radicales libres, su-
friendo un dafio oxidativo in vivo. De esta forma, tras la accién
del radical libre, se observa en las células una disrupcion de la
membrana y una lesién de la carga genética, asi como procesos
de inactivacién enzimatica, entre otros, que pueden producir fe-
némenos de necrosis o de apoptosis®S. El dafio inducido por el
estrés oxidativo en una célula a través de los mecanismos de
peroxidacion lipidica se produce por la modificacién de las pro-
piedades fisicoquimicas de la membrana, lo que altera su per-
meabilidad y el control de la homeostasis i6nica celular. También
se ha descrito en la etiopatogenia de estos cambios de la ho-
meostasis i6nica la oxidacion de los grupos sulfhidrilo de las
proteinas implicadas en el transporte iénico y en la inhibicién de
la sintesis de ATP. Ademés, se postula que el estrés oxidativo
podria incrementar la concentracion de calcio intracelular y acti-
var diversas fosfolipasas y proteasas, lo que conduciria a fené-
menos de necrosis o de apoptosis celular.

Equilibrio oxidativo

Ante la presencia de tales sistemas de oxidacion, las células
cuentan con un repertorio impresionante de enzimas antioxi-

Principales fuentes de generacion de especies
reactivas de oxigeno en los sistemas biologicos

Fuente Localizacion

TABLA 1

Lipoxigenasa
Cicloxigenasa
NADPH oxidasa

Sistema de transporte de electrones  Mitocondria

Membrana plasmatica

Xantina oxidasa

Hemoglobina

Catecolaminas

Riboflavina

Metales de transicion (Fe?/3, Cu*/2+)

Citosol y/o medio extracelular

Oxidasas Peroxisoma

Flavoproteinas

Citocromo Pysg Reticulo endoplésmico

Tomada de Kunsch et al.!

C@—

Figura 1. Sistema de «barredores enzimaticos»: la superdxido
dismutasa (SOD) favorece la dismutacion del radical superdxido
(0,7) a hidroperdxido (H,0,), y la catalasa (CAT) y la glutation
peroxidasa (GPX) convierten el hidroperdxido (H,0,) en agua

y oxigeno

dantes, asi como de pequefias moléculas antioxidantes, la ma-
yorfa derivadas de la ingesta diaria de frutas o verduras. Entre
ellas, destacan las siguientes’:

e «Barredores enzimaticos», como la superdxido dismutasa,
que favorece la dismutacion del radical superéxido a hidro-
peréxido, y la catalasa o la glutation peroxidasa, que con-
vierten el hidroperéxido en agua y O, (figura 1).

e «Barredores de radicales hidrofilicos», como el ascorbato, el
urato y el glutation.

e «Barredores de radicales lipofilicos», como los tocoferoles,
los flavonoides, los carotenoides y el ubiquinol.

e | as enzimas implicadas en la reduccion de las formas oxida-
das de antioxidantes endégenos, como la glutation reducta-
sa 0 la dehidroascorbato reductasa, o las responsables del
mantenimiento de los tioles proteicos, como la tioredoxin
reductasa.

e | a maquinaria celular que mantiene un ambiente de reduc-
cién en el interior de la célula, como la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, que regenera la NADPH.
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Se define estrés oxidativo como el delicado equilibrio existen-
te en el organismo en condiciones de normoxia entre los meca-
nismos oxidantes y antioxidantes®'0. Las vias de sefializacion
dependientes del estrés oxidativo estan presentes en la mayo-
ria de los drganos. El desequilibrio de estos sistemas participa
directa o indirectamente en la génesis de la patologfa clinica. Por
ello, el conocimiento de estas vias de sefializacion puede contri-
buir en gran manera al desarrollo de futuros tratamientos.

Cuando la produccién oxidante excede la capacidad celular
antioxidante, las especies reactivas de oxigeno producen el
dafio celular. El hecho de que este mecanismo se utilice como
defensa contra los agentes extrafios o con consecuencias no-
civas para el propio organismo depende de cada situacién y de
cada tejido'". La presencia de niveles fisioldgicos de antioxi-
dantes en el neonato es clave para hacer frente a la accién
citotéxica inducida por las especies moleculares oxigénicas
(estrés oxidativo) y, por tanto, para el mantenimiento de la ho-
meostasis celular y organica. El estrés oxidativo derivado de un
déficit en la maduracién de los sistemas antioxidantes en el
neonato ha sido reconocido como origen de diversos cuadros
clinicos'. Durante los (ltimos afios la atencion se ha centrado
en la identificacion de antioxidantes naturales del plasma san-
guineo, asi como en los parametros indicativos de los niveles
de estrés oxidativo. Ademas de la reconocida efectividad de
los sistemas enzimaticos, como la superdxido dismutasa, la
catalasa y la glutation peroxidasa, y la accién de vitaminas
antioxidantes, como la Cy la E, se han propuesto como agentes
defensivos contra el estrés oxidativo el glutation reducido, el
acido (rico y la bilirrubina'. Se ha descrito también una pre-
sencia aumentada de los procesos de peroxidacion lipidica y
una disminucién de la actividad de la superdxido dismutasa en
los recién nacidos con retraso del crecimiento intrauterino.
Igualmente, en los recién nacidos pretérmino no se ha obser-
vado un aumento de la peroxidacion lipidica, pero sf una dismi-
nucién de la superdxido dismutasa y un aumento del glutation
peroxidasa con respecto a los nifios control. En los nifios con
hiperbilirrubinemia se produce un aumento muy significativo
de malonaldehido, mientras que los niveles eritrocitarios de
glutation estan incrementados. Todos estos resultados indican
que algunos trastornos metabélicos del recién nacido se acom-
pafan de alteraciones en el balance proantioxidante, contribu-
yendo tanto a la patogenia como al prondstico’™. Ademas, de
forma experimental se ha demostrado un aumento en los ni-
veles del anién superéxido durante los fenémenos de asfixia-
reperfusion, consiguiéndose una inhibicion efectiva de su gé-
nesis tras la administracion de indometacina, y un aumento de
éstos tras el aporte de oxipurinol™. Se ha estudiado también la
interrelacion entre el 6xido nitrico y las especies reactivas de
oxigeno, de gran importancia en la fisiopatologia de la hiper-
tension pulmonar persistente neonatal.

Estrés oxidativo neonatal

El estrés oxidativo del nacimiento que supone el paso de un
ambiente protector, calido e hipdxico a uno frio y relativamente

hiperdxico reviste unas condiciones especiales en el recién
nacido y méas adn en el prematuro, debido a su inmadurez ana-
témica, bioquimica y funcional. Las condiciones inherentes al
recién nacido que incrementan su susceptibilidad al dafio pul-
monar son, entre otras, las siguientes:

e Una distensibilidad disminuida de los espacios aéreos aso-
ciada a una alta distensibilidad de las vias respiratorias.

e Un escaso desarrollo de los sistemas antioxidantes y de los
sistemas proteasas-antiproteasas.

¢ Una alteracion en los mecanismos de aclaramiento de las
vias respiratorias.

e Una disminucién del nimero de macréfagos y de neutréfilos,
asi como de su funcién alveolar.

e Un incremento en la permeabilidad de la barrera alvéolo-
capilar de forma inversa a la edad gestacional.

e Una deficiencia de los antioxidantes no enziméaticos (vitami-
na E, betacarotenos, ceruloplasmina, «-1-antitripsina, cinc,
hierro, cobre o selenio) y de los cofactores de las enzimas
antioxidantes.

El pulmdn es un 6rgano critico en el recién nacido en este
proceso de adaptacion a la vida extrauterina. Dada la urgente
necesidad de conseguir una adecuada oxigenacion y ventilacién
en los primeros instantes de vida posnatal, cualquier dese-
quilibrio entre los sistemas antioxidantes y prooxidantes pulmo-
nares puede producir un fracaso en su adaptacion a la vida ex-
trauterina’®. Entre las alteraciones morfoldgicas generadas
directamente por |a toxicidad del oxigeno en el territorio pulmo-
nar destacan las siguientes: la inhibicién de la septacién y de la
alveolizacion, el colapso alveolar, el engrosamiento septal, el
incremento de la linea media alveolar, que constituye alvéolos
mas pequefios a expensas de saculos mas grandes, la disminu-
cion del nimero total de los alvéolos, el aumento del tejido in-
tersticial fibrético y la disminucion del area de superficie interna
de intercambio gaseoso total y por gramo de peso corporal.

Coincide ademas que en el hombre, al igual que en muchos
mamiferos, la maduracién pulmonar continda durante los mo-
mentos posnatales, por lo que el estrés oxidativo durante esta
etapa del desarrollo puede tener consecuencias fatales'. Por
ejemplo, el pulmén del recién nacido responde de la misma for-
ma a la hipoxia que el del adulto; sin embargo, puesto que en el
primero se estan llevando a cabo procesos de diferenciacion y
crecimiento, puede ser que en él los mecanismos reparadores
no sean del todo eficaces, lo que explicaria la presencia de la
distorsién morfoldgica pulmonar y la fibrosis observadas en los
nifios con hipertension pulmonar persistente neonatal posthi-
poxica'’. Ademds de esta clara disminucion del crecimiento
pulmonar, se constata en estas condiciones de alto estrés oxi-
dativo un retraso en la maduracion pulmonar, expresado por la
gran cantidad de vacuolas lipidicas existentes en las células
intersticiales, denominadas lipofibroblastos, cuya funcién esté
implicada directamente en la maduracién pulmonar, en estrecha
colaboracion con los neumacitos tipo I1"8. Durante el proceso de
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maduracién pulmonar, el desarrollo de una red de capilares do-
ble es de vital importancia para la formacion de los septos al-
veolares maduros. En el pulmén inmaduro se observa el septo
primario, constituido por una red capilar doble con tejido me-
senquimal en su centro. Posteriormente, como consecuencia de
los procesos de fusion capilar y de reduccién de la masa inters-
ticial del septo, en el pulmén maduro tipo adulto se observa una
capa capilar Gnica, en continuidad con el parénquima pulmonar,
sobre un centro de tejido fibroso. Esta disposicion de tejidos
parece ser la 6ptima para el adecuado intercambio gaseoso al-
véolo-capilar. La toxicidad por oxigeno puede alterar todo este
proceso de maduracién, produciendo un trastorno en el inter-
cambio gaseoso. Por otra parte, el surfactante pulmonar es la
principal fuente de enzimas antioxidantes, motivo por el cual
tiene un importante papel en la defensa contra la toxicidad por
oxfgeno. Sin embargo, puede ser alterado o inactivado por me-
canismos de oxidacion'®. Entre los cambios bioquimicos identi-
ficados como consecuencia de la toxicidad del oxigeno en el
territorio pulmonar destacan: la disminucién del contenido de
ADN, la inhibicién de su sintesis y la inhibicién de la sintesis
de proteinas, colageno y elastina. Ademas de los cambios es-
tructurales generados en la pared vascular pulmonar, y en rela-
cién con los procesos de crecimiento, las especies reactivas de
oxfgeno son capaces de modular las respuestas contractiles de
las células musculares lisas, vasculares y pulmonares y producir
cambios en la estructura del vaso.

Sistemas antioxidantes
y posibilidades terapéuticas

Las enzimas antioxidantes son el mecanismo defensivo prima-
rio mas importante frente a los radicales libres. Muchos estu-
dios experimentales ponen de manifiesto la importancia y las
variaciones de dichas enzimas en situaciones de hiperoxia, si
bien no estd claro el papel que ejercen en muchas situaciones
clinicas?’. En la etapa final de la gestacion, se produce una
elevacion de las enzimas antioxidantes fetales, paralela a la
maduracion del sistema del surfactante pulmonar, como prepa-
racion frente al estrés que representa el nacimiento?!. Después
del parto disminuyen los niveles de las enzimas antioxidantes
y permanecen estables hasta que finaliza el periodo de creci-
miento y de desarrollo pulmonar. Posteriormente, con la edad,
se incrementa de nuevo la actividad de estos sistemas enzima-
ticos y aumenta su capacidad de activacion en condiciones de
hiperoxia, lo que confiere cierta tolerancia ante las situaciones
de alto estrés oxidativo. Se sabe que los recién nacidos tienen
una mayor resistencia a la toxicidad por el oxigeno, posible-
mente relacionada con su capacidad para aumentar la concen-
tracién de enzimas antioxidantes en respuesta a las altas con-
centraciones de oxigeno. La induccién de la tolerancia al
oxigeno se basa en el incremento de las defensas antioxidan-
tes 0 en la disminucién de la produccién de radicales libres. Se
ha sugerido que el aumento de produccion de radicales libres
puede ser mas critico que el otro factor. En cualquier caso, las
diferencias respecto a la tolerancia y la susceptibilidad entre

las especies estan determinadas por el grado de madurez al-
canzado en el momento del nacimiento. Otro factor probable-
mente implicado en la tolerancia al oxigeno en edades tempra-
nas es la arquitectura lipfdica de las membranas celulares. De
hecho, los pulmones neonatales tienen mayor cantidad de aci-
dos grasos polinsaturados (PUFA) con efecto defensivo fren-
te a la toxicidad del oxigeno en sus membranas celulares, a
diferencia de los del adulto, que poseen una mayor cantidad de
acidos grasos saturados.

La prevencion del dafio pulmonar oxidativo esté enfocada a
prevenir la generacion de radicales libres, tratando de aumen-
tar las defensas antioxidantes y evitar los procesos inflamato-
rios secundarios al dafio por estas especies reactivas. Se han
descrito algunas intervenciones terapéuticas: unas aplicadas
antes del parto, como los glucocorticoides o |a tiroxina, admi-
nistrados prenatalmente a la madre gestante; otras posnata-
les, como el surfactante pulmonar exdgeno?'. En la actualidad,
la terapéutica con antioxidantes se estéa estudiando en mode-
los experimentales y adn no es una practica sistematica en
nifios recién nacidos. Se han realizado estudios con superdxido
dismutasa con resultados prometedores, y otros con adminis-
tracion de suplementos de vitamina Ay E ain no concluyentes.
La administracién de corticoides posnatales en modelos expe-
rimentales, lejos de bloguear la toxicidad producida por los
radicales libres, parece actuar desfavorablemente en el desarro-
llo pulmonar, alterando el proceso de septacion alveolar, con la
consiguiente reduccion de la superficie de intercambio gaseo-
s0, cambios que perduran en el pulmdn adulto?2'®. Quizas el
6xido nftrico inhalado, o las posibles dianas terapéuticas deri-
vadas del conocimiento de su via de sefializacion intracelular,
permitan obtener farmacos capaces de mejorar las defensas
antioxidantes o de reducir las prooxidantes; por ejemplo, en los
nifios con hipertension pulmonar neonatal, que presentan un
evidente desequilibrio en estos sistemas®. Il
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