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ABSTRACT

Objetive: To evaluate the behavior of plasma nitric oxide (NO) and its modifications during myocardial ischemia-reperfusion, in cardiopa-
ties of pediatric patients subjected to corrective surgical procedures, after the administration of mannitol.

Study desing:. Thirty patients were distributed in three groups of ten each. Five samples of arterial blood were obtained from each pa-
tient: 1) at the moment of anesthesia induction, 2) ten min after the onset of cardiopulmonary bypass (CPB), 3) immediately after myocar-
dial reperfusion, 4) fifteen min prior CPB termination and 5) upon patient arrival to the intensive pediatric care unit. Group | (control) did
not receive mannitol. Group Il received 0.5 g/Kg mannitol at the initial filling up of the artificial oxygenator of the CPB machine. Group |11
received 0.5 g/Kg of mannitol at the initial filling up the artifitial oxygenator of the CBP machine, plus 0.5 g/Kg of mannitol five min prior to
unclamping the aorta. NO was assayed by diazotization reaction (Griess reaction)

Results: Plasma NO levels showed a definite tendency to be higher during the whole surgery in group I. However, in groups Il and 111
the administration of mannitol maintained lower plasma levels of NO during surgery, specially when mannitol was administered at the
initial filling up of the artificial oxigenator of the CPB machine and five minutes prior to unclamping the aorta.

Conclusion: The participation of the NO in the myocardial damage due to ischemia-reperfusion constitutes an additional element in the
oxidative stress of pediatric patients recieving corrective surgical treatment. Mannitol administration reduced plasma NO levels; therefore, it
should be useful in pediatric patients undergoing myocardial corrective surgery.
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto del manitol sobre el curso temporal de las concentraciones de 6xido nitrico, en pacientes pediatricos sometidos
a correccién quirargica de su cardiopatia.

Métodos: Se estudiaron 30 pacientes que se distribuyeron en 3 grupos de 10. Se obtuvieron 5 muestras de sangre arterial de cada pa-
ciente: 1) en el momento de la induccion anestésica, 2) diez minutos después de iniciar la derivacion cardiopulmonar (DCP), 3) in-
mediatamente después de la reperfusion miocéardica, 4) quince minutos antes de terminar la DCP y 5) después de que el paciente llegé a la
unidad de terapia intensiva pediatrica. Grupo | (control) no recibieron manitol. Grupo 1l recibieron 0.5 g/Kg de peso corporal de manitol
en el llenado del oxigenador de la maquina de DCP. Grupo IlI, recibieron 0.5 g/kg de peso corporal de manitol en el llenado del oxigena-
dor mas 0.5 g/Kg de peso corporal 5 minutos antes de despinzar la aorta. Se determin6 el NO por ensayo de diazotizacion (Reaccién de
Greiss).

Resultados: Los niveles de NO en plasma, aumentaron durante la cirugia en el grupo 1. Sin embargo en los grupos Il y 111, la administra-
cién de manitol disminuyd los niveles plasmaticos de NO y éstos se mantuvieron bajos durante toda la cirugia, en especial en el grupo 111
que recibié el manitol en el momento que se llen6 el oxigenador de la maquina de DCP y otra dosis cinco minutos antes de despinzar la
aorta.

Conclusion: La participacion del NO en el mecanismo de dafio celular, en la isquemia-reperfusién miocéardica, constituye un elemento mas
en el estrés oxidativo. La administraciéon de manitol disminuye los niveles de NO, por lo que su administracién puede ser benéfica para los
pacientes que son expuestos a isquemia-reperfusién miocardica durante la correccion quirargica de su cardiopatia.

Palabras clave: Oxido Nitrico, Derivacion Cardiopulmonar, Isquemia-reperfusion, Radicales libres de oxigeno.
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ABREVIATURAS

DCP: Derivacion Cardiopulmonar

NO: Oxido Nitrico

ATP: trifosfato de adenosina

NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
NAD+: dinucledtido

NOO-: nitrito.

ONOO-: peroxinitrito

NOS: 6xido nitrico sintasa

AMP: monofosfato de adenosina
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ABBREVIATIONS.

DCP: Cardiopulmonary Bypass

NO: Nitric Oxide

ATP: Adenosin triphosphate

NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
NAD™: Dinucleétide

NOO™: Nitrite.

ONOO': Peroxinitrite

NOS: nitric oxide sintase

AMP: adenosine monophosphate

En condiciones aerobicas, las dos vias metabdlicas prin-
cipales del cardiomiocito son la beta oxidacion de acidos
grasos, que aporta 2/3 del trifosfato de adenosina (ATP) y
la oxidacion de la glucosa, que representa 1/3 del ATP
producido en la célula’.

En los procesos de isquemia se altera el balance entre la
produccion y el consumo de ATP, cambiando gradual-
mente de un metabolismo aerdbico a una glucolisis anae-
robica, en un intento por mantener los niveles de ATP
miocardico.

Al presentarse una actividad mitocondrial disminuida, se
acumulan intermediarios glucoliticos, asi como o6xido
nitrico (NO). Para esto, en un primer paso el nicotinami-
da adenina dinucleétido fosfato (NADPH) aporta dos
electrones y un nitrégeno del grupo guanidino de la argi-
nina sufre oxidacion al aportar dos electrones y, en un
segundo paso el NADPH aporta un electréon y la  N°-
hidroxiarginina sufre una oxidacion al perder tres electro-
nes” para formar citrulina y nitrito (NOO").

Para regenerar las reservas limitadas de nicotinamida
adenina dinucledtido (NAD"), que aseguren la continui-
dad de la glucdlisis, el piruvato es transformado a lactato,
desarrollandose progresivamente una acidosis intracelu-
lar’.

Al declinar la concentracion de ATP se desencadena una
cascada de fendmenos, como: el aumento de difosfato de
adenosina (ADP), monofosfato de adenosina (AMP) y
pirofosfato; la bomba de Na'/ K se afecta, aumentando la
concentracion intracelular de Na* / Ca®". El exceso de
calcio intracelular interfiere con la capacidad de las mito-
condrias de generar ATP'.

En el proceso de isquemia-reperfusion al aumentar los
niveles de o6xido nitrico (NO) se puede favorecer el fe-
némeno de aturdimiento miocardico, el que se ha asocia-
do a una produccion elevada de peroxinitrito (ONOO") El
mecanismo propuesto para la generacion de ONOO™ en
los procesos de isquemia-reperfusion, consiste en una
produccién inicialmente aumentada de NO durante la
isquemia, que de prolongarse, la 6xido nitrico sintasa
(NOS) puede reducir el O, para formar O, , que reaccio-
nard con NO para formar ONOO'". Esta molécula a su vez
genera radicales de dioxido de nitrogeno e hidroxilo®,
oxidantes muy nocivos™®’. El ONOO tiene actividad
inflamatoria importante, estimula la ciclooxigenasa e in-

hibe la prostaciclin sintasa®. Estos fenomenos podrian ser
de menor cuantia al aumentar la disponibilidad del sustra-
to de la NOS (L-Arginina). Sin embargo, una produccion
excesiva de NO, que es susceptible de provenir de una
sintesis no enzimatica® se ha descrito en situaciones de
estrés oxidativo, con valores de pH bajos y gran capaci-
dad reductora’.

El objetivo de esta investigacion fue determinar, en pa-
cientes pediatricos sometidos a correccion quirurgica de
su cardiopatia, las modificaciones del NO plasmatico
durante la fase de reperfusion miocardica luego de la apli-
cacion de manitol al finalizar la isquemia inducida por el
pinzamiento de la aorta.

PACIENTES Y METODOS.

Este estudio se llevd a cabo en 30 pacientes, con un inter-
valo de edades entre 5 dias y 5 afios, todos ellos con dia-
gnostico de cardiopatia congénita tipo ciandgena.

El consentimiento informado para la participacion de
estos pacientes en el estudio, fue firmado por sus padres,
autorizando la obtencion de 5 muestras de sangre arterial,
en diferentes etapas del acto quirargico. Este estudio fue
aprobado por el comité de ética del hospital pediatrico del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexica-
no del Seguro Social, donde se desarrolld, respetando las
recomendaciones internacionales sobre investigacion cli-
nica (Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial). Todos los pacientes se sometieron a correccion
quirtargica de su cardiopatia con la utilizacion de deriva-
cion cardiopulmonar (DCP), provocando en ellos isque-
mia miocardica por pinzamiento de la aorta, por un tiem-
po minimo de 30 min. Se tomaron 5 muestras de sangre
arterial por cada paciente. La primera muestra se tomo
después de la induccion anestésica de la arteria radial, la
segunda muestra diez minutos después de iniciar la DCP;
ésta y la cuarta muestra fueron tomadas directamente de
la linea arterial del oxigenador artificial de la DCP. La
tercera muestra fue tomada directamente de la raiz de la
aorta inmediatamente después de despinzar ésta, en el
momento de la reperfusion miocardica; la cuarta muestra
se tomo quince minutos antes de terminar la DCP y final-
mente, la quinta muestra se tomo de la arteria radial, justo
después de que el paciente llegd a la unidad de terapia
intensiva pediatrica.
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Grupo Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5

LM M) M) M) M)
| X 4.64 4.9 5.34 5.24 5.15
Control DS 1.98 2.05 2.10 1.91 1.94
Mediana 5.17 5.34 2.96 5.77 5.52

1 X 3.47 3.09 * 3.39 * 3.16 ** 3.36 **
Manitol 1 DS 2.487 1.92 2.10 1.41 1.17
Mediana 2.89 2.48 2.96 2.73 2.99

11 X 4.62 3.55 3.81 3.80 + 352 *
Manitol 2 DS 2.31 1.65 1.22 1.394 0.75
Mediana 5.15 3.25 3.98 3.65 3.31

Tabla 1: Los valores se expresaron en pM de NO en las muestras. Las diferencias significativas se contrastan con el grupo
control, mediante la prueba LSD. P< 0,05 ** P <0,01 + P=0,053. Efecto del manitol sobre el curso temporal de la concentracion

plasmatica del NO.

Los pacientes fueron distribuidos en tres grupos de diez,
el grupo I, el control, no recibié manitol en ningiin mo-
mento de la cirugia. El grupo II recibio 0.5 g/Kg de peso
corporal de manitol al 20% en el purgado inicial del oxi-
genador artificial de la DCP. El grupo III recibi6 0.5 g/Kg
de peso corporal de manitol en el purgado inicial del oxi-
genador artificial y otra vez 0.5 g/Kg de peso corporal de
manitol cinco minutos antes de despinzar la aorta.

El NO se determiné en el plasma a través de su producto
de degradacion, los nitritos, por medio del ensayo de dia-
zotizacion (Reaccion de Greiss) previa reduccion de los
nitratos, utilizando granulos de cadmio 20 mesh, activados
en sulfato de cobre al 5%.(Kit for Nitrite determination G-
7921, Molecular Probes) '°

Las determinaciones se realizaron por espectrofotometria
a 548 nm, contra estiandar.

ANALISIS ESTADISTICO

La distribucion de los resultados fue evaluada por las
pruebas de asimetria y Kurtosis utilizando el paquete esta-
distico SPSS v 10.0. Las diferencias entre los grupos fue-
ron evaluadas por andlisis de varianza (ANOVA) de una
via, utilizando la prueba LSD como analisis post Hoc. Las
diferencias con valores de p<0,05 fueron consideradas
como estadisticamente significativas.

RESULTADOS

En la determinacion de NO, los valores basales del NO en
plasma, de todos los pacientes, se encontraron en el inter-
valo entre 1.19 y 9.70 mM, con una media de 4.25 mM.

En el grupo control ( I ), sin manitol, se observo una ten-
dencia a aumentar el NO, durante todo el acto quirtrgico,
alcanzando su valor maximo en el momento de la reperfu-
sion miocardica. En el grupo II (Manitol-1), que recibid
una sola administracién de manitol, se observo una dismi-
nucion de los valores del NO con respecto al valor basal,
presentando un leve aumento en el momento de la reper-
fusion, pero sin llegar a alcanzar el valor basal, habiendo
una clara tendencia a la disminucion hasta el momento de
que los pacientes llegaron a la unidad de terapia intensiva.
Los valores de todas las muestras de este grupo fueron
significativamente menores que los del grupo control I
(p<0.05) (Tabla 1).

El grupo III (Manitol-2), que recibio 0.5 g/Kg de peso
corporal de manitol en el purgado inicial del oxigenador
artificial de la DCP, y luego una vez mas 0.5 g/Kg de peso
corporal cinco minutos antes de despinzar la aorta, mos-
tré niveles plasmaticos de NO por abajo del nivel basal,
con una tendencia a mantener niveles bajos en forma sos-
tenida, comparativamente con los valores del grupo con-
trol; sin embargo, s6lo en la muestra 5 hubo una diferen-
cia significativa (P< 0.014) y en la muestra 4 una diferen-
cia marginal (P< 0.053) (Tabla 1).

DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar las modificaciones
del NO del plasma, al aplicar manitol durante el proceso
de isquemia-reperfusion miocardica, causado por el pinza-
miento de la aorta, en pacientes pediatricos que recibieron
tratamiento quirurgico de su cardiopatia. Datos en la lite-
ratura indican que en el proceso de isquemia-reperfusion,
en adultos, se induce una alta generacion de radicales li-
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bres de oxigeno''. Estas especies incluyen: anién super-
oxido, radical hidroxilo y peréxido de hidrogeno, que in-
teractiian con los componentes lipidicos de la membrana
celular siendo indicativos de cambios intra y extracelula-
res de Na” y K, permitiendo un incremento en la entrada
de Ca®" en el sarcolema, que conlleva a un descontrol en
la homeostasis del Ca*" mitocondrial'*"*. Se produce dafio
funcional y ultraestructural en la mitocondria durante el
curso de la isquemia '*'>'% en periodos entre 10 y 15
min, decreciendo la actividad del complejo I de la cadena
respiratoria'®. La demanda del aparato de fosforilacion
incluye el complejo V '°, y la translocacion de nucledtidos
de adenina ocurre durante la isquemia'’. Sin embargo, el
rol oxidativo mitocondrial y la funcién de contraccion
cardiaca se recupera después de los periodos cortos de
isquemia'®. Si este proceso se prolonga entre 30 y 45
min, la lesion del miocito es irreversible!* .

En los procesos de isquemia ocurre lesion de los tejidos,
se produce un infiltrado de neutréfilos, los cuales poseen
ONS inducible, se generan cantidades elevadas de NO, lo
que puede provocar citotoxicidad, en lugar de citoprotec-
cioén por una inhibicién de las ferrosulfoproteinas de la
cadena respiratoria'’. Todo esto hace disminuir aun mas
la ya limitada cantidad de energia de los cardiomiocitos y

como consecuencia la funcion contréctil del corazon®.

En el miocardio las células se encuentran conectadas en-
tre si, las uniones por canales intracelulares favorecen el
paso de iones y metabolitos que juegan un papel clave en
el que la hipercontractura celular puede propagarse de
célula a célula produciendo necrosis en los procesos de
isquemia-reperfusion®'.

Los resultados del grupo control muestran una elevacion
progresiva en la produccion de NO, con respecto a su
valor basal, durante toda la cirugia y hasta el momento en
que el paciente llega a la unidad de cuidados intensivos.
Es posible que este efecto se dé como respuesta del mio-
cardio al estrés oxidativo, por la liberacion de especies
reactivas del oxigeno, y a los efectos de hipercontractura
generada por los canales intracelulares que favorecen el
paso de iones y metabolitos. Al elevarse la produccion de
NO, como respuesta compensatoria se produce vasodilata-
cion y asi limita la lesion por hipercontractura, mejorando
la perfusion y el aporte de oxigeno al miocardio sometido
a dafio por isquemia-reperfusion y estrés quirirgico.

La necrosis por hipercontractura afecta a grupos celulares
que tienen su estructura muy dafiada y rotura del sarcole-
ma, esto da lugar al patron histopatologico denominado
necrosis en bandas de contraccion”'. El bloqueo selecti-
vo de los canales intracelulares en modelos experimenta-
les de reperfusion miocardica, resulté una maniobra con
efectos muy favorables para evitar la propagacion de la
necrosis™.
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Powell, et al., reportaron que el manitol reduce los reque-
rimientos de oxigeno en corazones isquémicos, producien-
do una dilatacion colateral de los vasos, aumentado el
flujo de sangre a través de la region miocardica isquémi-
ca. Bajo condiciones de isquemia inducida por reducciéon
prolongada de perfusion coronaria, el manitol atentia la
resistencia vascular progresiva®*.

El comportamiento del NO en el grupo III, que recibi6 0.5
g/Kg de peso corporal de manitol en el purgado inicial del
oxigenador artificial de la DCP, asi como otros 0.5g/Kg
de peso corporal 5 min antes de despinzar la aorta, mues-
tra niveles plasmaticos de NO por abajo del valor basal,
con ligero incremento en el periodo de reperfusion, pero
manteniéndose bajos hasta el momento en que el paciente
llega a la unidad de cuidados intensivos. Sin embargo sélo
en los dos tiempos finales las diferencias son significati-
vas con respecto al grupo control (I).

Los resultados de este estudio nos indican que el compor-
tamiento del NO plasmatico, durante el proceso quirurgi-
co y en especial en el periodo de reperfusion miocardica,
se ve influenciado por el efecto vasodilatador que tiene el
manitol, el cual atenta las resistencias vascular y miocar-
dica en forma constante, contribuyendo a que la genera-
cion del NO sea menor y se mantenga por abajo del valor
promedio inicial, con la posible disminuciéon en forma
importante del fendmeno de hipercontractura, que conlle-
va a necrosis celular. En esta forma mejora la reperfusion
miocardica y disminuye el dafio causado por los radicales
libres de oxigeno.

Durante el periodo de isquemia previo a la reperfusion, se
produce la acumulacion de metabolitos derivados del me-
tabolismo anaerdbico. El intercambio de Na™ - H" incre-
menta la carga de Na' intracelular”. En el proceso de re-
perfusion al ser barridos los metabolitos del espacio extra-
celular y el exceso de Na' del espacio intracelular, se esta-
blece un gradiente favorable al paso del agua al espacio
intracelular, favoreciendo el desarrollo de edema®®. Aun-
que por este efecto no produzca necrosis, si provoca un
estrés anadido a las estructuras celulares que se ven debili-
tadas por la isquemia procedente?’. Observaciones hechas
en cardiomiocitos aislados, muestran que el efecto del
estrés osmotico condiciona la disrupcion del sarcolema en
las células que participan en la hipercontractura, que se
han sometido previamente a disminucioén energética pro-
longada®’. Los reportes de estudios en los que la reperfu-
sion se llevo a cabo en presencia de soluciones hiperos-
moticas muestran que se ha conseguido limitar la muerte
celular’®?®,

En conclusion, los valores plasmaticos de NO al aplicar
0.5 g/Kg de peso corporal de manitol (2.72 mmol/Kg)
sobre todo en el purgado inicial del oxigenador de la DCP
y 0.5 g/Kg de peso corporal 5 min antes de despinzar la
aorta, en pacientes pedidtricos sometidos a correccion
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quirurgica de su cardiopatia, contribuye a disminuir el
dafio provocado por reperfusion miocardica, manteniendo
niveles bajos de NO plasmatico, incrementando el flujo
coronario y disminuyendo el edema miocardico por tratar-
se de una solucién hiperosmolar.
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