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RESUMEN

El desbalance entre la produccion de especies reactivas del oxigeno y las defensas antioxidantes
provoca un dafio organico conocido como estrés oxidativo, y éste se ha visto implicado en la etiologia
y patologia de numerosas enfermedades. Con el objetivo de diagnosticar por métodos indirectos el
estrés oxidativo en nifios con cardiopatias congénitas acianéticas, tomamos un grupo de pruebas
faciles de realizar en nuestros laboratorios, asi como un grupo de infantes portadores de dicha entidad
(n=30), que acudieron a la consulta de Cardiologia en el Policlinico de Especialidades Pediatricas de
Camagley en un periodo de tres meses; a todos se les realizé determinaciones en sangre venosa de
ceruloplasmina, &cido Urico, vitamina C e indice glutatiénico para valorar la capacidad antioxidante, y
Lipoproteina de baja densidad (LDL) oxidada como marcador de dafio oxidativo, ademas se
compararon los niveles de referencia de las distintas determinaciones en funcién de la edad y el sexo.
Los resultados se evaluaron estadisticamente y en estos se evidenciaron cambios significativos en la
lipoproteina LDL oxidada. Palabras Clave: ESTRES OXIDATIVOffisiopatologia, CARDIOPATIAS
CONGENITAS/sangre, NINO.
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INTRODUCCION

La experiencia clinica y los estudios prospectivos permiten establecer una relacién inequivoca con el
100 por ciento de las enfermedades cardiovasculares y el estrés oxidativo (1). Esta situacion va a ser
provocada por los efectos de los radicales libres producidos en exceso o destruidos en defecto, y cuya
acciéon es de amplio rango (2-4). Las cardiopatias congénitas acianéticas, de ellas la comunicacién
interventricular (CIV), como defecto congénito aislado mas frecuente, caracteriza un cortocircuito
sanguineo de izquierda a derecha con insuficiencia cardiaca e hipertensién pulmonar, que precisa
hipertrofia del musculo, en dependencia de su grado, conspirando con la adecuada oxigenacion de
células y tejidos, desarrollando fendmenos de isquemia-reperfusién con la consiguiente generacion de
radicales libres por consumo de 6xido nitrico (NO) en presencia de altas concentraciones de anion
superoxido y aumento de radical peroxinitrito. Los radicales libres producidos por este fenébmeno de
reperfusion son particularmente téxicos, debido a su reaccién con los acidos grasos no saturados de
las membranas y a la formacién de hidroperoxidasas lipidicas que provocan reaccién en cadena de
dafio celular con destruccion de la membrana, edema del endotelio vascular y de la mitocondria e
inactivacion de la sintesis de proteinas necesarias para el funcionamiento celular (5). Las
determinaciones de laboratorio que confirman la presencia de este desequilibrio (estrés oxidativo) van
desde los estudios mas simples hasta los mas complejos, todos ellos reconocen la dificultad para medir
directamente las sustancias (radicales libres) causantes del dafio a las células diana y resaltan el
alcance para medir productos de ese dafio; asi como las sustancias presentes en el organismo capaces



de contrarrestarlo (antioxidantes) (6-8). De lo anterior se deriva que todas las investigaciones realizadas
hasta hoy con fines clinicos, mas que medir la concentracion de los radicales libres que producen el
dafo y que por su naturaleza fugaz son casi intangibles, miden productos de ese dafio a
macromoléculas importantes del organismo (lipidos, proteinas y ADN) (9). En el caso de los lipidos
(acidos grasos poliinsaturados), se dafian las estructuras ricas en ellas como las membranas celulares
y las lipoproteinas. La LDL o lipoproteina de baja densidad, biomoléculas mas ricas en colesterol y que
la transportan hacia los tejidos periféricos, se han correlacionado con el riesgo de aterosclerosis.
Precisamente las moléculas de LDL colesterol, experimentan un proceso denominado oxidacién debido
a que se unen a las especies reactivas del oxigeno (EROs) que ya conocemos como téxicas o dafiinas.
Mediante la determinacion del “colesterol inmune” en suero, se obtuvo una técnica con una elevada
calidad y factible de ser empleada por los laboratorios clinicos de la red cubana de salud (10). La
valoracién de la capacidad antioxidante del organismo constituye un modo de evaluar las defensas ante
el ataque de los radicales libres a células y tejidos, y la determinacion de pardametros utilizados
tradicionalmente con otros propdsitos pueden constituir hoy, un indice de esta capacidad, como son:
Acido Urico, Albumina, Bilirrubina, Vitamina C, Ceruloplasminay el indice glutationico (11-12). Teniendo
en cuenta que el estrés oxidativo es sumamente peligroso porque no exhibe ningln sintoma y por
consiguiente su reconocimiento es dificil por medicion del andlisis clinico comun, decidimos realizar
esta investigacién en nifios con cardiopatias congénitas acianéticas, empleando pruebas sencillas, que
se utilizan para otros fines, pero que permiten de forma indirecta llegar al diagndstico del estrés
oxidativo, con el objetivo de mejorar la calidad de vida de estos pacientes.

METODO

Se realizd un estudio descriptivo observacional para diagnosticar por métodos indirectos el estrés
oxidativo en nifios con cardiopatias congénitas acianéticas (CCA) que asistieron a la consulta de
cardiologia en el Policlinico de Especialidades Pediatricas de la ciudad de Camaguey, en el periodo
comprendido entre septiembre y noviembre del 2006.

Universo: 30 nifios con cardiopatias congénitas acianéticas. Muestra: 30 nifios con cardiopatias
congeénitas acianéticas.

Criterios de inclusién:

o,

> Nifios con CCA entre 1-15 afios no operados.

Criterios de exclusién:

Nifios con cardiopatias congénitas ciandticas.

Nifios menores de un afio.

Niflos con CCA operados.

Pacientes con enfermedades asociadas a CCA.

Nifios con CCA y tratamiento con suplementos antioxidantes de cualquier tipo.
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Procedimientos:

A todos los nifios que quedaron incluidos en el estudio, se les realiz6 toma de muestra de sangre en
ayuna, previo consentimiento informado por parte de los padres, para la determinacion por
microtécnicas de los niveles séricos de:

LDL oxidada por el método de precipitacion con PEG 6000

Ceruloplasmina por el método de Ravin modificado

Acido urico por el método URACID, con reactivos HELFA - Diagndstico

Vitamina C por el método de analisis con 2,4 dinitrofenilhidrazina

indice Glutationico por el método de Wordward y Fry (GSSG/GSH)

RESULTADOS

En la presente investigacion se estudiaron 30 nifios con CCA que se agruparon por grupos edades,
sexo y tipos de cardiopatias. Se observo que el rango que prevalecio fue de 1-5 afios para un 46.6%,
mientras que los demas grupos tuvieron una prevalencia de 26,7 % cada uno. El mayor nimero de



pacientes correspondié al sexo femenino con un 60.0 %. Dentro de las cardiopatias congénitas
acianoticas la mas frecuente fue la CIV con 17 nifios, para un 56,7%.

En el estudio, se encontrd niveles de ceruloplasmina disminuidos en el 53.3 %, pero la media mostré
valor en el rango de la normalidad y los valores de la serie estuvieron concentrados alrededor de esta.
Tablal.

La mayoria de los pacientes presento hiperuricemia (73.3 %). El promedio resulté estar por encima del
limite superior normal, los valores de la serie estuvieron concentrados alrededor de la media. Tabla 2.
De la totalidad de los pacientes s6lo un caso mostro la vitamina C por debajo del rango de la normalidad
para un 3.3 %, la media también estuvo dentro del rango normal y asi mismo se desvian de este rango
en promedio 29.1. Tabla 3.

Sin embargo, la relacién entre glutation oxidado y glutatién reducido (indice glutatibnico) mostré niveles
aumentados en 24 infantes para un 80.0 %, asi lo demuestra el resultado de la media y los valores de
la serie estuvieron concentrados alrededor del promedio. Tabla 4.

La totalidad de los nifios tenian niveles patoldgicos de la LDL oxidada, el promedio de los resultados lo
demostrd asi, los valores de la serie no se desviaron alrededor del promedio. Tabla 5.

DISCUSION

Las proteinas, a pesar de darnos una medida de actividad antioxidante por la posibilidad de estas
moléculas para participar en las reacciones redox del organismo, deben ser respaldadas por otras
determinaciones que de modo especifico nos confirme la proteina que se esta modificando y su utilidad
para corregir el desequilibrio prooxidante— antioxidante que se presente (13-14).

Asi se determind la ceruloplasmina ferroxidasa con funcion primordial en transporte de cobre en sangre
y cuyas concentraciones adecuadas evitan la formaciéon del muy téxico radical hidroxilo a partir del
cobre libre, por reaccién de Fenton; esta proteina ha sido utilizada con efectividad como protector
antioxidante cardiaco en ratas y protector neuronal en cultivos celulares expuestos a estrés oxidativo,
sugerida, ademas, como terapéutica en enfermedades relacionadas con esta condicién (15-17).

El &cido Urico, considerado hasta hace muy poco un producto de desecho, ha evidenciado hoy poseer
importante poder antioxidante, no sélo como atrapador de radicales libres sino también como agente
guelante; se considera que constituye aproximadamente el 60 % de la actividad antioxidante total del
suero, por su capacidad para recibir electrones de radicales libres presentes en las células, como
hidroxilo (HO), lipoperoxilo (LOO), hipoclorito (CIO) y peroxinitrito (NOO), se le reconoce capacidad de
defensa limpiadora tanto intra como extracelularmente, porqgue no estd rigidamente
compartimentalizado como otros antioxidantes. En sangre es responsable de una accién antioxidante
guencher del 15 %, respecto a otros componentes, por lo que juega un papel revelante como atenuador
de la autoxidacién lipidica: lipidos, LDL colesterol, acidos grasos insaturados, etc, deteniendo o
demorando los fendmenos de lipoperoxidacion que se producen a una velocidad de 10°mol/seg. En
pacientes con trastornos cardiovasculares que condicionan aumento del radical superoxido, puede
disminuir la biodisponibilidad del 6xido nitrico, al reaccionar con este radical para formar peroxinitrito y
producir consecuentemente vasoconstriccion que dificulta la oxigenacion de tejidos, esto precisaria de
mayores concentraciones de acido Urico necesario como limpiador por excelencia del peroxinitrito
formado. Debido a la incidencia de niveles sanguineos elevados en la aterosclerosis y la enfermedad
coronaria, sin haberse probado que sea la causa de las mismas, todavia se considera un factor de
riesgo pese a que podria significar concentraciones criticas que disminuyan el probable dafio celular o
vascular de la enfermedad en si por diversos mecanismos, ya que su precipitacion en vasos y corazon
es infrecuente. En el corazon la mayor proporcion de &cido Urico esta en el interior de las células
endoteliales, sus efectos se encuentran mediados por concentraciones adecuadas de vitaminas C, que
es capaz de regenerar el radical uracilo (AU) formando radical ascorbilo, totalmente inocuo (18-20).
Al ser estos nifios portadores solamente de cardiopatia congénita acianética y no presentar sintomas
y signos relacionados con otras entidades, la hiperuricemia en ellos se puede definitivamente relacionar
con la intencién defensiva del organismo ante el probable dafio isquémico de la enfermedad y no como
una consecuencia fatal de la misma, cuestion ésta que es avalada por la literatura revisada (21-22). La
vitamina C circula en el caudal sanguineo, buscando constantemente los radicales libres para
eliminarlos. Es uno de los antioxidantes vitaminicos hidrosolubles mas importantes en las células, limpia



eficientemente un rango amplio de (EROs), tales como superéxido (O (1), hidroxilo (HOO), radical
peroxilo y oxigeno singlete. Por el atrapamiento eficiente de radicales peroxilo en la fase acuosa del
plasma o citosol, la vitamina C puede proteger las miomembranas y a la LDL del dafio peroxidativo.
Por otra parte, al menos en sistemas quimicos, la vitamina C, dona hidrogeniones al radical tocoferilo,
permitiendo su regeneracion, aungque este proceso in vivo todavia no esta bien demostrado. Sus niveles
pueden asociarse con un aumento consecuente del acido Urico con actividad quencher, ya que ésta es
capaz de regenerar el radical uracilo (AUI), como se refirié6 anteriormente y por tanto, si no existe
cantidad suficiente para esta funcion podria ser una de las causas de hiperuricemia en estos nifios.
Esta vitamina, favorece la resistencia a las infecciones a través de la actividad inmunitaria de leucocitos,
la produccion de interferon, el proceso de reaccion inflamatoria o la integridad de las mucosas, ayuda
a absorber el hierro de los alimentos y este puede aumentar la eficiencia de captacion de radicales
libres por parte de proteinas que requieren este elemento y participa en el mecanismo de prevencion
antioxidante, tales como la ferritina, transferrina y mioglobina. La vitamina C y también la vitamina A,
necesitan para su funcionabilidad de los efectos del glutation (23). El glutation es un antioxidante
producido naturalmente en el organismo y necesario para el metabolismo celular, estd compuesto por
tres aminodacidos: cistina, glicina y glutamina, se encuentra presente en elevadas concentraciones
dentro del eritrocito, su funcion es proteger a la célula contra la accion de agentes oxidantes endégenos
y exégenos, asi como mantener la estabilidad de la membrana, en la preservacion de la integridad de
algunas enzimas y proteinas de la misma, también participa en el mantenimiento de la estructura de la
hemoglobina y en la sintesis de proteinas en los reticulocitos. El glutation es abundante en la mayoria
de las células, y su grupo thiol libre representa su principal mecanismo protector contra el estrés
oxidativo, puede defender manteniendo el grupo thiolcisteina en las proteinas en estado reducido por
reaccion no enzimatica, pero por reaccioén enzimatica de la glutatién peroxidasa (GPx) puede también
llevar a cabo la reduccion de peroxidos, esta capacidad defensiva puede evaluarse mediante el célculo
de indice glutatiénico (GSSG/GSH) que en la mayoria de las células es de 0.1 (24).

El comportamiento de la sensibilidad de la LDL a la oxidacién constituye un indice indirecto de dafio
oxidativo a lipidos en este caso a lipoproteinas, este parametro es el Unico indicador de dafio oxidativo
con que contamos en este estudio, pero que respaldado por el movimiento de los antioxidantes
evaluados puede apoyar definitivamente en el diagnéstico del estrés oxidativo (13). La LDL puede sufrir
numerosos cambios por peroxidaciones de sus acidos grasos poliinsaturados y degradaciéon de su
ApoB, esta LDL oxidada tiene gran afinidad por los receptores de los macréfagos, en cambio la
interaccion con los receptores fisiolégicos se encuentra disminuida y por lo tanto se le atribuye un alto
poder aterogénico. La oxidacion in vivo de la LDL depende de varios factores, algunos de los cuales
estan supeditados al medio como la actividad de la lipooxigenasa en macréfagos o la seleccion de
radicales libres principalmente el anién superéxido que son responsables de la peroxidacién. Por la alta
inestabilidad atomica de los radicales libres, colisionan con una biomolécula y le sustraen un electrén,
oxidandola, perdiendo de esta manera su funcion especifica en la célula. La LDL oxidada
aparentemente es mas inmunogénica que la LDL nativa, lo que sugiere que el nivel de autoanticuerpos
contra esta refleja la extension in vivo de la oxidacion de la LDL nativa. La medicién directa de la LDL
oxidada en suero o plasma no es factible por causa de la proteccion que sobre ella tienen los agentes
antioxidantes presentes en la circulacion general, es por ello que el descubrimiento de los
autoanticuerpos contra las LDL oxidadas en suero humano y la formacion del complejo inmune estimula
la acumulacion de ésteres de colesterol en macrofagos y da lugar a la formacién de las células
espumosas. La oxidacion es la modificacibn mas comun que pueden sufrir estas particulas. Estas
moléculas son sensibles a la peroxidacion lipidica debido a su elevado contenido en &cidos grasos
poliinsaturados que estan presentes en la membrana o en las lipoproteinas que son los principales
sustratos para la reaccion de oxidacion; no solo los acidos grasos, el colesterol de las LDL también
pueden ser oxidados, al igual que las proteinas presentes en ellas. Las lipoproteinas de baja densidad
oxidadas estén caracterizadas por alteracion en sus propiedades fisicas y estructura quimica y son
importantes en la aterogénesis por desviacién metabdlica hacia las células macrofagicas y por sus
efectos bioldgicos como la citotoxicidad, quimioatraccién, inmunogenicidad, activadora de factores de
trascripcion y de la apoptosis. La modificacion oxidativa de las lipoproteinas, particularmente las LDL
por los radicales libres seria uno de los mecanismos basicos de la aterogénesis, pues la oxidacion de



LDL ocurre en las paredes arteriales. El colesterol y los fosfolipidos de las LDL se encuentran
protegidos de oxidacién por varios agentes antioxidantes lipofilicos siendo el mas importante la vitamina
E, calculdndose que cada molécula de esta es capaz de proteger 500 moléculas de fosfolipidos (25).
Son incontables los esfuerzos que se realizan en el ambito mundial para el desarrollo de nuevos y mas
sencillos métodos que nos lleven a la mayor utilizacién de los datos aportados por la medicién del dafio
oxidativo, quién sabe si dentro de algunos afios los médicos pueden indicar a sus pacientes de forma
rutinaria, junto al colesterol o la glucosa, la medicion de este dafio.

CONCLUSIONES

Los niveles de ceruloplasmina se encontraron disminuidos en la mayoria de los casos.

La hiperuricemia presente en la mayoria de los nifios se relacion6é con la intencion defensiva del
organismo.

El estado del indice glutatiénico corroboro el diagnostico del estrés oxidativo.

Los antioxidantes individuales pueden disminuir o aumentar en presencia de estrés oxidativo
dependiendo de su causa, por lo que se deben monitorear en conjunto todos los factores.

El aumento de la LDLox confirma la presencia de estrés oxidativo y sugiere riesgo aterosclerético.

ABSTRACT

The imbalance between the production of oxygen reactive species and anti-rusting defences brings
about an organic damage known as oxidative stress, which has been involved in the ethiology and
pathology of numerous deseases. In order to diagnose the oxidative stress in children suffering from
acianotic congenital cardiopathy by means of the indirect methods, a group of easy- to- do-in —our
laboratories tests was chosen, as well as a group of children carrier of such entity (n=30) that attend to
the Cardiology doctor’s surgery in the Pediatric Polyclinic of Camaguey during a three- months period.
Blood tests of ceruloplasmin, uric acid, C vitamine and glutamic index were made to all of them so as to
valuing the anti- rusting capacity and oxidized low -dencity lypoproteine (LDL) as marker of oxidative
damage; besides the levels of reference of the different determinations were compared depending on
age and sex. Results were evaluated stadisticaly and significant changes in oxidized low dencity
lypoproteine (LDL) were shown.
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Anexos
Tabla 1 Resultados de la ceruloplasmina sérica en los infantes cardiopatas.

Ceruloplasmina F %

Disminuida (<32 mg/%) | 16 | 53,3

Normal (32 — 42 mg/%) | 11 36,7

Aumentada (>42 mg/%) | 3 10,0

Total 30 100,0

Fuente: Encuestas.

Tabla 2 Comportamiento del &cido Urico en los pacientes estudiados.

Acido arico f %
Aumentado (>285.6 umol/L) 22 73,3
Normal (154.7 - 285.6 pumol/L) 8 26,7
Disminuido (<154.7 pumol/L) 0 0,0
Total 30 100,0

Fuente: Encuestas.

Tabla 3 Resultado de la vitamina C sérica en los pacientes con cardiopatias congénitas acianoéticas.

Vitamina C f %

Normal (11.6 - 113.6 pmol/L) 29 96,7

Disminuida (<11.6 pmol/L) 1 3,3
Aumentada (>113.6 pmol/L) 0 0,0
Total 30 100,0

Fuente: Encuestas.

Tabla 4 Resultado del indice glutatidnico en los nifios cardiépatas.

indice glutationico | f %
Aumentado (>0.1) 24 80.0
Normal (0.1) 3 10.0
Disminuido (<0.1) 3 10.0
Total 30 100.0

Fuente: Encuestas.

Tabla 5 Niveles de la sensibilidad de la LDL a la oxidacion en los nifios cardidpatas estudiados.

LDL oxidada f %

Patolégico (>40 ug/mL) | 30 100,0

Dudoso (15-40 pg/mL) | O 0,0
Normal (5-15 pg/mL) 0 0,0
Total 30 100,0

Fuente: Encuestas.



