
273

artículos originales

Hiperoxia por dos horas produce daño morfológico 
cerebral luego de asfixia neonatal experimental

Two-hour hyperoxia following experimental neonatal asphyxia produces 
morphological brain damage
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Resumen
Objetivos: Determinar el efecto de una exposición de dos horas de hiperoxia al 21%, 40% y 100% sobre la morfología cerebral, en un 
modelo experimental de asfixia neonatal. Diseño: Estudio experimental. Institución: Instituto Nacional de Salud del Niño, Lima, Perú. 
Material biológico: Ratas albinas Holtzmann. Intervenciones: Ciento veinte ratas albinas Holtzmann de una semana de nacidas (a 
excepción del grupo control) fueron sometidas a asfixia experimental por ligadura de la arteria carótida izquierda y luego expuestas 
a hipoxia (oxígeno al 8%). Después fueron asignadas aleatoriamente a uno de los siguientes grupos: exposición por dos horas a O2 
al 100%, a O2 al 40%, a O2 al 21% y un grupo control (no expuesto a asfixia experimental). El daño cerebral fue evaluado mediante 
la medición del peso cerebral y el porcentaje del área cerebral con daño microscópico. Principales medidas de resultados: Daño 
cerebral. Resultados: El peso cerebral promedio fue menor en los animales de los grupos sometidos a hiperoxia experimental (ANOVA; 
p<0,001). Se presentó daño cerebral microscópico con mayor frecuencia en el grupo sometido a hipoxia experimental que recibió 
O2 100% por dos horas y con menor frecuencia en el que recibió O2 al 40% (60% versus 43,3%), diferencia que fue estadísticamente 
significativa (prueba χ2; p<0,001). El grupo sometido a hipoxia experimental que recibió O2 100% tuvo un mayor porcentaje promedio 
de área cerebral con daño microscópico (18,3%), en comparación con los otros grupos de hipoxia experimental, aunque la diferencia 
no fue estadísticamente significativa (ANOVA; p=0,123). Conclusiones: La hiperoxia al 100% por dos horas se asoció con menor peso 
cerebral y mayor daño cerebral en animales de experimentación sometidos a asfixia neonatal experimental.
Palabras clave: Asfixia neonatal, hiperoxia, isquemia-hipoxia del cerebro, experimento de laboratorio. 

Abstract
Objectives: To determine the effect of 2-hour exposure to 21% O2, 40% O2 and 100% O2 on cerebral morphology in an experimental 
model of neonatal asphyxia. Design: Experimental study. Setting: Instituto Nacional de Salud del Niño, Lima, Peru. Biologic material: 
Holtzman albino rats. Interventions: A sample of 120 one week-old Holtzman albino rats (with the exception of the control group) 
underwent experimental asphyxia by left carotid artery ligation and then exposition to hypoxia (8% O2); thereafter rats were randomly 
assigned to one of the following groups: exposition for two hours to 100% O2, to 40% O2, to 21% O2, and a control group (not 
exposed to experimental asphyxia). Brain damage was determined by brain weight and percentage of microscopic brain area damage. 
Main outcome measures: Brain damage. Results: Brain weight was lower in animals with experimental hyperoxia (ANOVA, p<0.001). 
Microscopic damage was more frequent in the group receiving 100% O2 for two hours and with less frequency in the group receiving 
40% O2 (60% versus 43.3%). The difference was statistically significant (χ2 test: p<0.001). The group receiving 100% O2 had more 
microscopic brain damage (18.3 %) in comparison with the other groups of experimental hypoxia, but the difference was not statistically 
significant (ANOVA, p=0.123). Conclusions: Following neonatal asphyxia 100% two-hour hyperoxia was associated with less brain 
weight and more damage in experimental animals.  
Keywords: Asphyxia neonatorum, hyperoxia, hypoxia-ischemia brain.
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INTRODUCCIÓN

La asfixia al nacer es una patología fre-
cuente en el recién nacido y una de las 
intervenciones es la administración de 
oxígeno suplementario durante la re-
animación. La asfixia neonatal conti-
núa siendo uno de los más importantes 
problemas en neonatología y la encefa-
lopatía hipóxico-isquémica resultante 
constituye una de las causas más pre-
valentes de secuela neuropléjica en 
niños (1). Varias comunicaciones han 
demostrado que administrar oxígeno 
suplementario incrementa significa-
tivamente la morbilidad y mortalidad 
en los neonatos a término o cerca a 
término y que no debe ser usado como 
medida de rutina (2,3). El empleo de oxí-
geno al 100% en la reanimación es un 
procedimiento aún usado en los casos 
de asfixia neonatal en humanos, aun-
que revisiones recientes muestran que 
el aire ambiental puede ser más benefi-
cioso que el oxígeno al 100% (2-4). 

Debido a la naturaleza del problema, 
las investigaciones para asfixia neona-
tal y encefalopatía hipóxico-isquémica 
se realizan en modelos experimentales 
con animales. El modelo de Levine en 
ratas es actualmente el más usado en 
hipoxia isquemia, debido a que el siste-
ma nervioso central de estos roedores 
es inmaduro al nacimiento y su neu-
rodesarrollo a la segunda semana pos-
natal corresponde al del cerebro de un 
neonato humano a término; además, se 
le considera un modelo bien caracteri-
zado y realizable (5,6). También existen 
otros modelos con diferentes animales, 
pero en nuestro centro de investiga-
ción se ha adquirido experiencia con el 
modelo de Levine modificado (4,7-10). El 
modelo experimental de hipoxia isque-
mia de Levine combina la ligadura uni-
lateral de la carótida común y posterior 
exposición a concentraciones bajas de 
oxígeno (5). 

En un estudio previo, Shimabuku y 
col. encontraron daño morfológico ce-
rebral asociado con hiperoxia al 100% 
por 24 horas, luego de asfixia neonatal 
experimental en ratas Holzmann recién 
nacidas (11). Esta exposición a hiperoxia 

por 24 horas fue realizada porque otros 
experimentos con menor tiempo de 
exposición (entre 10 y 30 minutos) no 
habían producido evidencias de daño 
morfológico cerebral (12,13). 

La exposición a hiperoxia por 24 ho-
ras ha recibido observaciones por no ser 
un modelo justificado fisiológicamente; 
y de acuerdo a una estimación realizada 
por Chapados (2008) en un escenario 
clínico, la duración media del sufri-
miento fetal desde su reconocimiento 
hasta el parto por emergencia es cerca-
na a 130 minutos (14,15).

El objetivo del presente estudio fue 
determinar el efecto de exposición a hi-
peroxia al 40% y 100% durante 2 horas 
sobre la morfología cerebral en un mo-
delo experimental de asfixia neonatal.

MÉTODOS

La muestra experimental estuvo consti-
tuida por 120 ratas albinas Holtzmann 
de una semana de edad. El tamaño de 
la muestra se calculó usando el pro-
grama Epitable del paquete informáti-
co EpiInfo (versión 6.04, 2001, CDC, 
WHO), con las siguientes variables: ra-
zón de no expuestos por expuesto 1,0; 
valor detectado de riesgo relativo 5,0; 
tasa de ataque entre los no expuestos 
10,0; poder de 80%; nivel de confianza 
de 95%; asignando en forma aleatoria 
las ratas a los diferentes grupos. Con es-
tos datos, la muestra mínima por cada 
grupo de investigación fue 30. Luego 
del procedimiento de asfixia (con ex-
cepción del grupo control) se procedió 
a la asignación aleatoria de los anima-
les de experimentación a uno de los si-
guientes grupos: expuesto a O2 al 100% 
por dos horas, expuesto a O2 al 40% por 
dos horas, expuesto a O2 a 21% (aire 
ambiental) y grupo control.

El estudio de asfixia experimental fue 
realizado con ratas albinas de siete días 
de nacidas de la especie Holtzmann, las 
cuales fueron criadas en el bioterio del 
Servicio de Cirugía Experimental del 
Instituto Nacional de Salud del Niño 
(INSN), con alimentos estándar ad-
quiridos en la Universidad Nacional 

Agraria (Lima-Perú) y agua ad líbitum. 
Las condiciones ambientales en el Ser-
vicio de Cirugía Experimental fueron: 
temperatura de 18 a 24º C, humedad 
relativa (70 a 90%) y ciclos luz-oscu-
ridad naturales (11 a 13 de 24 horas), 
durante el periodo del trabajo. 

La asfixia experimental se llevó a 
cabo con ratas de 7 días de edad, de 
parto espontáneo, amamantadas por 
sus madres hasta el momento de selec-
cionarlas para el experimento y con un 
peso entre los 10 y 14 gramos, el cual 
fue medido con una balanza analítica 
digital marca Acculab Sartorius Group, 
modelo VIC 303 (con exactitud de 10-3 
gramos).

La primera parte del procedimiento 
fue la isquemia, por medio de la ligadu-
ra de la arteria carótida izquierda usan-
do microscopio estereoscópico, previa 
anestesia inhalatoria con éter; se valo-
ró la presencia de ptosis palpebral como 
confirmación indirecta de la ligadura 
del paquete carotideo. Se inyectó dex-
trosa al 5%, en volumen equivalente al 
5% del peso corporal, vía subcutánea 
en el espacio interescapular, para con-
trarrestar el efecto del ayuno. La herida 
operatoria fue cerrada con pegamento 
sintético. La segunda parte del procedi-
miento fue la hipoxia con exposición a 
oxígeno con una concentración al 8%, 
en una cámara de plexiglás (20 x 20 x 
20 cm), con un flujo de 4 L/min, por 2 
horas. Las cámaras de plexiglás fueron 
colocadas dentro de una incubadora 
neonatal estándar con la temperatura 
a 33 a 34 °C. La concentración de oxí-
geno fue controlada con oxímetro am-
biental (Ohmeda 5120, BOC Health-
Care, Madison, USA.)

Luego del procedimiento de asfixia 
se procedió a la asignación aleatoria de 
los animales de experimentación a los 
grupos de investigación. Al término de 
la exposición a hiperoxia por dos horas, 
las ratas fueron regresadas a las jaulas 
con sus madres y una semana después 
fueron sacrificadas para su evaluación 
correspondiente.

El sacrificio se realizó por decapita-
ción a los 14 días de edad e inmediata-
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mente se realizó la extracción y medi-
ción del peso del cerebro. Se descartó el 
cerebelo, tubérculos olfatorios y tronco 
cerebral. El daño cerebral fue evaluado 
mediante la medición del peso cerebral 
de los animales y el porcentaje del área 
cerebral con daño microscópico (tin-
ción hematoxilina-eosina). La evalua-
ción fue efectuada por técnica del doble 
ciego, ya que ni el investigador ni los 
que realizaban las mediciones conocían 
a qué grupo pertenecía cada animal de 
experimentación.

Para el análisis estadístico se usó el 
programa estadístico SPSS v.15 (SPSS 
Inc.). Se efectuó un análisis descriptivo, 
obteniéndose frecuencias, porcentajes, 
medidas de tendencia central y de dis-
persión. Para la estadística inferencial 
se realizó análisis de varianza de un fac-
tor (ANOVA), previa evaluación de la 
homogeneidad de las varianzas de cada 
grupo con la prueba de Levene. En caso 
de las varianzas homogéneas, la compa-
ración de grupos (análisis post hoc) se 
usó la prueba de Tukey (peso de los 
animales los días 7 y 14 postasfixia ex-
perimental, porcentaje de daño micros-
cópico), mientras que en las varianzas 
no homogéneas se empleó la prueba de 
Dunnet (peso cerebral). Para comparar 
el daño cerebral entre los grupos de ex-
perimentación se utilizó la prueba χ2 de 
Pearson. Los cálculos fueron realizados 
con un nivel de confianza de 95%.

Este estudio fue aprobado por la Di-
rección de Investigación del INSN y se 
realizó de acuerdo con las normas in-
ternacionales para el cuidado y manejo 
de animales de laboratorio (Consejo 
de Organizaciones Internacionales de 
Ciencias Médicas. Normas Internacio-

nales para la Investigación Biomédica 
con animales (16)).

RESULTADOS

Al inicio del experimento (7 días de 
vida), los pesos de los animales entre los 
diferentes grupos de investigación fue-
ron semejantes (ANOVA; p=0,796); 
sin embargo, para el día 14 (7 días 
después de la hipoxia experimental) se 
observó diferencias significativas en el 
peso promedio de los animales, siendo 
el peso del grupo control significati-
vamente mayor que el de los tres gru-
pos sometidos a hipoxia experimental 
(ANOVA; p<0,001). Esto se muestra 
en la tabla 1.

Para el día 14 también se observó 
que el peso promedio del cerebro de los 

animales de experimentación fue signi-
ficativamente menor en los animales 
de los tres grupos sometidos a hipoxia 
experimental en comparación con el 
grupo control (ANOVA; p<0,001); la 
prueba de Dunnett para varianzas no 
homogéneas no mostró diferencia sig-
nificativa entre los grupos sometidos a 
hipoxia experimental (tabla 2).

El estudio histopatológico de los ce-
rebros mostró que el daño cerebral mi-
croscópico se presentó con mayor fre-
cuencia en el grupo sometido a hipoxia 
experimental que recibió O2 100% por 
dos horas y con menor frecuencia en el 
que recibió O2 al 40% (60,0% vs 43,3%, 
respectivamente), para lo cual existió 
diferencia estadísticamente significati-
va (prueba χ2 de Pearson; p<0,001). 
Esto se muestra en la tabla 3.

Al evaluarse el porcentaje de área 
cerebral con daño microscópico (tabla 
4), se observó que fue el grupo someti-
do a hipoxia experimental que recibió 
O2 al 100% el que tuvo en promedio un 
mayor porcentaje (18,3%) en compa-
ración con los otros grupos de hipoxia 
experimental, mostrando un efecto de 
dosis-respuesta (mayor concentración 
de oxígeno, mayor daño cerebral )(ver 
figura), aunque la diferencia entre los 
grupos no fue estadísticamente signifi-
cativa (ANOVA; p=0,123).

Tabla 1. Peso corporal promedio (± DE)* de los animales (en gramos) por grupo de investigación, a 
los 7 y 14 días de vida.

Grupo de investigación n A los 7 días A los 14 días

Grupo control 30 13,8 ± 2,3 27,2 ± 6,3

Hipoxia experimental, asfixia + O2 21% 30 13,4 ± 1,9 19,6 ± 6,7**

Hipoxia experimental, asfixia + O2 40% 2 horas 30 13,8 ± 2,4 20,0 ± 6,5**

Hipoxia experimental, asfixia + O2 100% 2 horas 30 13,2 ± 2,4 18,6 ± 7,6*

* DE: desviación estándar. 
** Diferencia estadísticamente significativa con el grupo control, ANOVA; p<0,001.

Tabla 2. Peso cerebral promedio (en gramos) de los animales de 
experimentación por grupo de investigación.

Grupo de investigación Peso promedio± DE

Grupo control 0,867 ± 0,054 *

Hipoxia experimental, asfixia + O2 21% 0,717 ± 0,095 **

Hipoxia experimental, asfixia + O2 40% 2 horas 0,724 ± 0,087 **

Hipoxia experimental, asfixia + O2 100% 2 horas 0,686 ± 0,096 **

* ANOVA; p<0,001. ** Prueba de Dunnett no significativa.

Tabla 3. Frecuencia de daño cerebral microscópico según grupo de investigación.

Grupo de investigación Frecuencia Porcentaje

Hipoxia experimental, asfixia + O2 21% 17 56,7

Hipoxia experimental, asfixia + O2 40% 2 horas 13 43,3*

Hipoxia experimental, asfixia + O2 100% 2 horas 18 60,0*

* Prueba χ2 cuadrado de Pearson; p<0,001.
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DISCUSIÓN

Los resultados encontrados muestran 
que el modelo experimental de asfixia 
neonatal en ratas, simulando isquemia 
por ligadura carotidea e hipoxia por dos 
horas, produce una disminución del 
peso corporal y cerebral a los 7 días en 
los diferentes grupos de experimenta-
ción. 

De acuerdo al consenso internacio-
nal más reciente (3), es mejor iniciar con 
aire ambiental la ventilación a presión 
positiva en recién nacidos a término 
que requieren reanimación, en vez de 
usar oxígeno al 100%. No obstante, si 
a pesar de tener una ventilación efec-
tiva no se logra incrementar la fre-
cuencia cardíaca o si la oximetría no es 
aceptable, se debe considerar el uso de 

concentraciones más altas de oxígeno. 
A pesar de todo, el uso de oxígeno al 
100% para este procedimiento es mate-
ria de controversia. 

Estudios en animales y ensayos clí-
nicos sobre este tema no han alcanzado 
conclusiones definitivas, siendo toda-
vía más difícil encontrar consensos con 
relación a los neonatos prematuros (3,17). 
Las evidencias de un reciente metaa-
nálisis demuestran que la reanimación 
con O2 al 21% está asociada a una re-
ducción significativa de la mortalidad 
neonatal y de la encefalopatía hipóxi-
co-isquémica (18).

La presente investigación muestra 
que de las tres concentraciones de oxí-
geno estudiadas (21%, 40% y 100%) en 
un modelo de asfixia neonatal por un 

período de 2 horas, es la concentración 
al 100% la que se asocia a mayor fre-
cuencia de daño cerebral, mayor por-
centaje de daño cerebral microscópico y 
la que produce una marcada reducción 
del peso cerebral. Nuestros resultados 
concuerdan con la hipótesis de que el 
suministro de O2 al 100% produce ma-
yor daño cerebral en comparación con 
el oxígeno ambiental y con el suministro 
de O2 al 40% (60% con el O2 al 100%, 
56,7% con el O2 al 21% y 43,4% con el 
O2 al 40%). Estos resultados son seme-
jantes a los encontrados en un estudio 
previo realizado por los autores (11), en 
el que se comparó el suministró de O2 
al 100% con O2 al 21% luego de asfixia 
experimental, observándose mayor 
daño cerebral en los animales expuestos 
a O2 al 100% (70,8%) en comparación 
con los expuestos a O2 al 21% (37,5%). 
Si bien se ha observado diferentes va-
lores absolutos de daño cerebral mi-
croscópico, no es posible establecer que 
estas diferencias sean debidas a menor 
tiempo de exposición a hiperoxia. No 
existe diferencia estadística cuando se 
compara los resultados de daño cere-
bral con O2 100% por 24 horas del ex-
perimento anterior, con O2 100% por 2 
horas en el experimento actual (70,8% 
versus 60%; prueba χ2 p=0,4). Tampo-
co se observa diferencias estadísticas al 
comparar el daño cerebral asociado con 
la exposición a O2 21% (37,5% versus 
56,7%; prueba χ2 p=0,2).

Por otro lado, fue la concentración 
de oxígeno al 40% en los animales de 
experimentación la que se asoció a una 
menor frecuencia de daño cerebral, lo 
que reforzaría la hipótesis de que el su-
ministro de concentraciones de O2 in-
feriores al 100% pero mayores del 21% 
podría tener mayor beneficio para los 
pacientes con encefalopatía hipóxico-
isquémica, lo que redundaría en una 
menor morbimortalidad neonatal. Sin 
embargo, al comparar los efectos de 
reanimación con tres concentraciones 
de oxígeno (21%, 40% y 100%), los da-
ños microscópicos observados después 
de la injuria no presentaron resultados 
consistentes. El daño cerebral micros-
cópico en los grupos de O2 40% y 100% 

Tabla 4. Porcentaje promedio de área cerebral con daño microscópico en los 
animales de experimentación, por grupo de investigación.

Grupo de investigación Porcentaje de daño

Hipoxia experimental, asfixia + O2 21% 11,8%

Hipoxia experimental, asfixia + O2 40% 2 horas 16,9%

Hipoxia experimental, asfixia + O2 100% 2 horas 18,3%

ANOVA; p=0,123.

Figura 1.  Daño cerebral microscópico por grupo de investigación. A. Control; B. Asfixia + O2 21%; 
C. Asfixia + O2 40% por 2 horas;  D. Asfixia + O2 100% por 2 horas. 

Aumento: 10X; coloración hematoxilina-eosina.
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fue diferente, pero ambos grupos no 
resultaron diferentes del grupo de O2 
21%. Además, el porcentaje de áreas 
dañadas resultó semejante entre los 
tres grupos.

Con relación al peso de los anima-
les, para el día 7 antes de someterlos 
a asfixia experimental no existía dife-
rencia significativa para los grupos de 
investigación, lo cual demuestra que 
son comparables. Para el día 14, luego 
de realizarse el procedimiento de asfixia 
experimental, se observó un peso signi-
ficativamente menor en los animales 
que recibieron oxígeno al 21%, 40% y 
100% en comparación con las ratas del 
grupo control, lo cual muestra que los 
efectos de la asfixia no se restringen al 
sistema nervioso.

Autores como Yager (8) y Chapa-
dos (15) mencionaron que las principales 
ventajas de este modelo experimental 
en ratas están relacionadas con la dis-
ponibilidad y manejo de mayores nú-
meros de animales, que permite mayor 
número de especímenes para análisis 
con menores recursos, que al usar otros 
animales más grandes (como ovejas o 
cerdos). Sin embargo, una desventaja 
de los modelos animales es la dificul-
tad de extrapolar sus resultados para 
los humanos. Es cierto que en la asfixia 
neonatal existen fenómenos de isque-
mia e hipoxia, que son simulados con 
el modelo experimental, pero adicio-
nalmente se presentan otros fenóme-
nos de reperfusión, edema, efectos de 
radicales libres y falla orgánica múltiple 
que no son totalmente representados 
en el modelo (5,13,15,19). Adicionalmente, 
el tamaño de las camadas puede influir 
sobre los resultados como factor de 
confusión, aunque su influencia sobre 
el peso corporal, desarrollo cerebral o 
la susceptibilidad a la injuria cerebral es 
compleja (15).

En conclusión, la hiperoxia al 100% 
por dos horas se asoció con menor peso 
cerebral y mayor daño cerebral en ani-
males de experimentación luego de 
asfixia neonatal experimental. Dichos 
resultados sugieren que la reanimación 
con concentraciones de oxígeno meno-
res del 100% podrían ser beneficiosas 
para los pacientes con asfixia neonatal.
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