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RESUMEN

Introduccién: La hipertension pulmonar persistente del recién nacido (HPPRN) es una
grave condicion de elevada morbilidad y mortalidad, cuyo abordaje terapéutico es
complejo. Existe considerable interés en la identificacién de alteraciones en las vias de
sefializacion que regulan la vasoconstriccion pulmonar.

Objetivo: Identificar polimorfismos caracteristicos en pacientes con HPPRN.

Material y Métodos: Se incluyeron 42 recién nacidos, 21 con HPPRN, confirmada
ecocardiograficamente (grupo de estudio) y 21 sin HPPRN (grupo control). Se recabaron
antecedentes de interés, peso, edad gestacional y via de nacimiento. La extraccion de
ADN, se realizé a partir de 1.5 ml de sangre periférica. Por medio de la reaccién en
cadena de polimerasa con iniciadores especificos del gen de la sintasa de 6xido nitrico
endotelial (eNOS), que participa en la via de oOxido nitrico-GMPc, se identificaron los
polimorfismos T786C e I/D (VNTR de 27 pares de bases), previo corrimiento
electroforético en geles de poliacrilamida, tefiidos con nitrato de plata. Para el andlisis
estadistico de los resultados se utilizé t de student, X* y prueba de equilibrio de Hardy-
Weinberg. Se considerd significancia estadistica cuando el valor de P fue < 0.05 con
intervalos de confianza del 95%.

Resultados: El grupo de estudio con HPPRN, fue de menor edad gestacional (35.6 +
2.81 vs 38.1+1.9 semanas; p=0.008), consecuentemente el promedio del peso corporal
fue menor en este grupo: 2622 +626 g, en contraste con el grupo control 2.992 + 565 g.
El polimorfismo T786C del gen eNOS, mostro diferencias estadisticamente significativas,
tanto en la distribucion genotipica como en la union de los genotipos T/C-C/C observado
en el 59% (13/21) de los pacientes con HPPRN en contraste con el 25% (5/21) del grupo
control se comportd6 como factor de riesgo [OR 4.33 (95% IC 1.15-16.2), p=0.029], en
contraste el genotipo T/T, observado en el 43% (9/21) de los pacientes con HPPRN y en
el 76% (16/21) del grupo control (sin HPPRN), se comporté como factor de proteccion
[OR 0.23 (95% IC 0.06-0.88), p<0.029].

El genotipo I/D, observado en el 50% (11/21) de las pacientes con HPPRN en
comparacion con el 10% (2/21) del grupo control; se comporté como factor de riesgo [OR
10.4 (95% IC 1.9-76.38), p=0.002]. Las mutaciones identificadas alteran la funcién de
eNOS, enzima fundamental en la via de oOxido nitrico-GMP, por tanto favorecen

vasoreactividad pulmonar y quizds pobre respuesta a 6xido nitrico inhalado.
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Conclusion: Los polimorfismos identificados en el gen eNOS explican en parte la
vasoreactividad caracteristica de esta grave patologia, asi como la remodelacién vascular;
segun nuestro conocimiento no existen trabajos previos que exploren polimorfismos

caracteristicos en los pacientes con HPPRN.
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3. INTRODUCCION:

La Hipertension Pulmonar Persistente del Recién Nacido (HPPRN), es una condicién
grave de elevada morbilidad y mortalidad. Los avances en el tratamiento de esta grave
patologia, tales como: ventilacion mecanica de alta frecuencia, vasodilatadores
pulmonares selectivos, verbigracia el 6éxido nitrico inhalado, el oxigenador de membrana
extracorpdrea (ECMO por sus siglas en inglés), han mejorado la sobrevida, sin embargo
en los informes de la literatura se reporta mortalidad variable entre 20 y 40% y morbilidad

respiratoria hasta en el 70% de los sobrevivientes.

La HPPRN se atribuye a la falla en la transicion fetal a neonatal, por tanto Gersony le
llamo Persistencia de Circulacién Fetal. La etiologia de esta compleja y heterogénea
patologia permanece poco clara, se ha asociado a patologias como Sindrome de
aspiracion de meconio, Neumonia congénita, Hernia Diafragmética congénita, sin
embargo puede presentarse sin causa aparente o patologia subyacente y se reconoce

como “idiopética”.

La HPPRN idiopatica ocurre en 1 a 2/1000 recién nacidos vivos, clasicamente se presenta
como falla respiratoria hipoxemica, dentro de las primeras horas de edad postnatal, en
recién nacidos de termino (RNT) y preterminos tardios. Estudios recientes han
incrementado nuestro entendimiento en las bases genéticas de esta grave patologia. La
susceptibilidad genética se ha inferido, basados en estudios de factores de riesgo
ambientales, existe considerable interés en la identificacion de polimorfismos en esta
grave patologia, que contribuyan a la alterada reactividad vascular pulmonar caracteristica
de la HPPRN.
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4.- MARCO TEORICO:

La hipertension pulmonar persistente del recién nacido es una condicidon grave que se
presenta en el recién nacido de termino o en el pretermino tardio (> 34 semanas de
gestacion) y se caracteriza por una falla en la relajacion del lecho vascular pulmonar
durante la transicion a la vida extrauterina. ™ Se identifica como una patologia
rapidamente progresiva que conduce a hipoxemia severa, falla ventricular derecha y

muerte. @

La HPPRN fue descrita por primera vez por Gersony en 1969 con el término de
persistencia de la circulacién fetal; afios mas tarde se modificé en forma consensuada al
término a HPPRN ya que describe de una manera mas acertada la fisiopatologia de la
enfermedad. @

La incidencia se reporta con amplia variabilidad en los diferentes informes de la literatura

en 2 a 6 casos por cada 1000 recién nacidos vivos. ¢ %

Hacia los afios 80°s la mortalidad reportada de 11 a 35%; actualmente gracias a los
nuevos tratamientos la mortalidad se estima en un 10% en los centros de tercer nivel de
atencién en paises desarrollados;® sin embargo en los paises en vias de desarrollo la
mortalidad se eleva desde un 30-60 %,® y los sobrevivientes encaran gran morbilidad, en
el neurodesarrollo a largo plazo de un 25%, y se estima que hasta un 24% de los
pacientes persistiran con problemas respiratorios y un 6.4% presentaran algun tipo de

pérdida auditiva del tipo neurosensorial “©

La circulacién pulmonar es un sistema unico que difiere de la circulacion sistémica en

estructura, funcién y regulacion.

Durante la vida fetal, la placenta funciona como un 6rgano de intercambio gaseoso ya que
la resistencia vascular placentaria es baja y recibe cerca de la mitad del gasto ventricular.
Durante este periodo, la resistencia vascular pulmonar fetal (RVP) es alta y el flujo
sanguineo es desviado de la arteria pulmonar a la aorta a través del conducto arterioso, y

a la placenta a través de las arterias umbilicales (figura 1)
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FIGURA 1. CIRCULACION FETO-PLACENTARIA
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Estudios en pulmones fetales de ovejas sugieren que la alta resistencia vascular pulmonar
permite que solo el 8-10% del gasto ventricular, pase a los pulmones durante la vida fetal;
sin embargo estudios méas recientes mediante Doppler en fetos humanos han mostrado
un mayor flujo del gasto ventricular hacia las arterias pulmonares, reportado del 13% a las

20 semanas de gestacion, del 25% a las 30 semanas y de 21% a la semana 38.

Durante el desarrollo pulmonar en la segunda mitad de la gestacion, la fase canalicular
presenta una alta resistencia vascular pulmonar causada por la baja densidad de la
vasculatura; en la etapa sacular el amplio septo intrasacular contiene una doble cadena
capilar y densidad vascular incrementada que disminuyé la resistencia vascular pulmonar.
En la fase alveolar a pesar de una rapida proliferacion en el nimero de pequefias arterias
pulmonares, la elevada resistencia vascular pulmonar (RVP) es mantenida por
vasoconstriccion activa secundaria a una mayor sensibilidad a los mediadores

vasoconstrictores como la endotelina-1 y la hipoxemia relativa.

Al nacer, la primera inspiracion, eleva la oxigenacion alveolar y del lecho vascular
pulmonar, por tanto se reduce a la mitad la resistencia vascular pulmonar e incrementa el
flujo pulmonar; provocando el aumento de la presion atrial izquierda por encima de la
derecha, lo que favorece el cierre del foramen oval. Al retirar la baja resistencia del lecho
placentario de la circulacién sistémica al nacimiento, incrementa la resistencia vascular
sistémica y como la RVP cae por debajo de esta, condiciona un flujo reverso a través del
ducto arterioso; posteriormente se espera el cierre de conducto en respuesta a la tension

de oxigeno y con esto queda establecido el patrén normal postnatal.”

La baja tension superficial del oxigeno durante la vida fetal y la liberacion de
vasoconstrictores enddgenos como la endotelina-1 y el tromboxano facilitan el
mantenimiento de la elevada resistencia vascular pulmonar; conforme madura el feto, la
circulacion pulmonar se torna mas sensible a los efectos vasodilatadores del oxigeno; asi
al nacimiento, la depuracion del liquido pulmonar, la distencion de los espacios aéreos, el
incremento de la tension de superficie y el incremento en el flujo sanguineo condicionan la
vasodilatacion pulmonar. El oxigeno, la disminucidon en la presion parcial de dioxido de
carbono y un incremento en el pH promueven la liberacion de vasodilatadores conocidos

como mediadores derivados del endotelio: oxido nitrico y prostaglandinas. ©

En presencia de oxigeno, la enzima sintasa endotelial de 6xido nitrico (eNOS por sus
siglas en inglés) convierte la L-arginina en L-citrulina y oxido nitrico, este ultimo difunde

facilmente a la célula de musculo liso vascular en donde estimula a la guanilato ciclasa
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soluble (sGC) y esta convierte al nuclettido de guanosin trifosfato (GTP) a guanosin
monofosfato ciclico (cGMP); el incremento intracelular de cGMP produce disminucion en
la afluencia de calcio lo cual permite la relajacion del musculo liso vascular o
vasorelajacion. La fosfodieterasa tipo 5 (PDE -5) degrada al cGMP vy limita la

vasodilatacion (figura 2) ©

OXIDO NITRICO-GMPc

eMOS
b, 4
L-argining == L-citrulline
Ceal. endotelial
Y
Cxido nitrico
i.
Cel. muscule liso sgc , g
- W Exogenous |
cGMP nitric oxide
Phosphodiesterase '_
F'Eypei ; Vasodilatation and
‘ antiproliferation

—

FIGURA 2. VIA DE SENALIZACION OXIDO NiTRICO-GMP CICLICO.

eNOS.-Sintasa de oxido nitrico endotelial. sGC.- Guanilato ciclasa soluble.

cGMP.- Monofosfato de guanosina ciclico.

La via de las prostaglandinas es una complementacion de la vasodilatacion inducida por

el sistema del 6xido nitrico-cGMP.

En presencia de oxigeno, la prostaglandina sintasa (PGIS), convierte el &cido
araquidénico en prostaciclina (PGI2), la cual llega a la célula de musculo liso vascular
donde activa la enzima adenilato ciclasa y convierte el nucleétido de adenosin trifosfato
(ATP) en adenosin monofosfato ciclico (CAMP) el cual disminuye la afluencia de calcio
permitiendo la relajacion del musculo liso vascular. La fosfodiesterasa tipo 3 (PDE-3)

degrada al cAMP y limita la duracién de la vasodilatacién (figura 3). @
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FIGURA 3. VIiA DE SENALIZACION PROSTACICLINA Y AMP CICLICO

PGI,.. prostaciclina, AC.- anhidrasa carbonica, PDE3.- fosfodiesterasa-3.

En algunos recién nacidos las resistencias vasculares pulmonares se mantienen elevadas
después del nacimiento redirigiendo el flujo sanguineo fuera del pulmén y condicionando

marcada hipoxemia. ©

La falla en la vasodilatacion postnatal puede resultar de una inadecuada oxigenaciéon o
expansion pulmonar o por falla en las vias metabdlicas de oxido nitrico y prostaglandinas:

4+ Alteraciones bioquimicas en las via del 6xido nitrico-cGMP:

e Disminucion en la expresion de eNOS

12
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Disminucién en la disponibilidad de la L- arginina

Disminucién en la produccion de oxido nitrico: inhibiciébn competitiva de eNOS por
el analogo asimétrico dimetil argina (ADMA); Inhibicion de eNOS por elevacion en
los niveles de endotelina-1; incremento en los niveles de radicales libres, o

especies reactivas de oxigeno como el superoxido
Disminucién en la expresion de Guanilato ciclasa soluble
Alteraciones bioquimicas en la via de prostaglandinas-cAMP
Expresion enzimatica alterada

Inhibicién en la sintesis de prostaglandinas

Exposicion prenatal a anti inflamatorios no esteroideos (AINES) @

La HPPRN no es una entidad aislada, sino un sindrome clinico asociado a diversas

enfermedades. Algunos neonatos pueden tener una etiologia anatémica o estructural; sin

embargo, la mayoria de los casos tienen un desarrollo cardiovascular normal y

usualmente es generada por insultos perinatales.®

Puede clasificarse en tres alteraciones de la vasculatura pulmonar y de ahi las diferentes

etiologias:

1.- VASCULATURA PULMONAR NORMAL CON VASOCONSTRICCION ANOMALA:

+ Sindrome de aspiracion de meconio (SAM).- se presenta en 5% de los

nacimientos que presentan liquido amnidtico tefiido de meconio y se sugiere que
es el resultado de baja reserva fetal in Gtero, con aspiracion de meconio de un feto

comprometido. Se consideraba la principal causa de la HPPRN.
El meconio puede condicionar falla respiratoria mediante varios mecanismos:

Obstruccion mecénica de la via aérea, particularmente durante la exhalacion que

condiciona atrapamiento de aire, hiperinsuflacion y alto riesgo de neumotorax.
Los componentes del meconio inactivan el surfactante

El meconio incita respuesta inflamatoria mediante liberacion de citocinas

13
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e Incrementa produccion de vasoconstrictores como endotelina-1 y tromboxano®

+ Sindrome de dificultad respiratoria (SDR).- La HPPRN se puede presentar en
los prematuros como complicacion del SDR. La creciente reactividad de las
arterias pulmonares en este periodo gestacional predispone a estos neonatos

cuando el intercambio gaseoso se ve disminuido por la deficiencia de surfactante.

+ Neumonia Congénita.- Las endotoxinas bacterianas pueden causar aumento de
resistencias vasculares por varios mecanismos, tales como liberacién de

tromboxano, endotelina-1 y citocinas como el factor de necrosis tumoral.

2.- VASCULATURA PULMONAR ESTRUCTURALMENTE ANOMALA:

+ Hipertensién pulmonar persistente del recién nacido primaria.- usualmente se
caracteriza por hipoxemia como signo cardinal, en ausencia de una patologia
pulmonar identificada. Se reporta como segunda causa; la etiologia es aun
imprecisa pero se han identificado posibles causas tales como una susceptibilidad
genética basada en estudios de factores de riesgo ambientales tales como
exposicion prenatal a anti-inflamatorios no esteroideos e inhibidores selectivos de
la recaptacion de serotonina y en variaciones en el desarrollo y severidad de la

enfermedad. ¢

3.- ALTERACIONES EN LA VASCULATURA POR HIPOPLASIA PULMONAR:

# En este grupo de pacientes se encuentran la hernia diafragmética congénita y
otras causas de hipoplasia pulmonar como Sindrome de Potter. En estos casos la
hipertension se presenta como una complicacion secundaria a una disminucion en
el numero de vasos sanguineos pulmonares y una reactividad aumentada de estos
con gran remodelacién por engrosamiento de la intima y adventicia. La
hipertension pulmonar generalmente es cronica y de minima o nula respuesta a
terapia vasodilatadora. Los resultados en estos pacientes estan en relacion al

grado de hipoplasia pulmonar y anomalias asociadas. ©

14
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Mientras una respuesta incompleta al estimulo vasodilatador pulmonar caracteriza a la

HPPRN, los factores que incrementan el riesgo persisten en el terreno de la discusion,

entre ellos se encuentran:

# Via de nacimiento: en diversos estudios se ha observado que los recién nacidos

obtenidos por via cesérea presentan un riesgo 5 veces mayor de desarrollar

HPPRN en comparacién con una poblacion control.®

+ Exposicién a farmacos prenatales:

Aspirina (acido acetil salicilico), se reporta riesgo 4.9 veces mayor que la
poblacién control, mientras que otros anti-inflamatorios no esteroideos

presentan un riesgo 6 veces mayor.

Los mecanismos ligados a estos medicamentos y la hipertension pulmonar se
relacionan con la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas y tromboxano que
pueden condicionar cierre prematuro del ducto arterioso y subsecuentemente

incremento en la presién pulmonar.®

Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (de sus siglas en ingles
SSRI): se ha demostrado una asociacion entre el uso de estos medicamentos
y la HPPRN presentando un riesgo 6 veces mayor cuando se utiliza en la 2da

mitad del embarazo predominantemente en el tercer trimestre.

El mecanismo de afeccion aun no es muy claro, sin embargo estudios en
ratones adultos indican que una sobre expresion del gen transportador de 5-
hidroxitriptamina (5-HT) potencializa la hipertension pulmonar ocasionada por

hipoxia e incrementa la remodelacién vascular. ®

+ Otros factores que incrementan hasta 6 veces el riesgo de HPPRN en relacion

con poblacién controles se encuentran: género masculino, edad gestacional entre

34-37 semanas (preterminos tardios) y > 41 semanas, raza asidtica o

afroamericanos, tabaquismo materno, obesidad materna (indice masa corporal

>27)y diabetes gestacional %

Existe particular interés en precisar caracteristicas especificas que expliquen las

alteraciones en vias de sefalizacion que regulan la vasoreactividad pulmonar. El progreso

alcanzado por la Biologia Molecular ha dado gran impulso a nuevas técnicas que permiten

15
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identificar polimorfismos genéticos, es decir; encontrar una variacion en la secuencia de
un lugar determinado del ADN entre los individuos de una poblaciéon o que comparten una

patologia en coman.

Aproximadamente el 99.9% de las secuencias de ADN de individuos diferentes, es la
misma, pero sus diferencias fenotipicas y/o susceptibilidad a ciertas enfermedades radica
en el 0.1% de variacion; de tal forma, que a este tipo de variaciones genéticas se les
conoce como polimorfismos genéticos, los cuales representan diferentes formas en la

secuencia del ADN.®?

En otras palabras los polimorfismos se pueden definir como un locus (localizacién de un
gen sobre el cromosoma) en donde dos o méas alelos (variaciones en un gen) estan
presentes en la poblacion con una frecuencia mayor del 1%. (figura 4). Los polimorfismos
por cambios de un nucledtido (de sus siglas en ingles SNPs) constituyen mas del 90% de
las variaciones genéticas en el genoma humano, las variaciones restantes se producen

por inserciones, deleciones, duplicaciones de secuencias en mas de dos nucleotidos. (12)

e 6159{ FIA
(Jif@) gp \ (’\_{‘@;? Diferincrl:S_enJBS
d. i A &Ms d/%& clinicas

y

Misma enfermedad N3 Diferente
.. = \ constitucion
b s genética
d%"\:

Figura 4. Representacion esquematica de polimorfismo genético

Los polimorfismos se distinguen terminolégicamente de las mutaciones por su frecuencia.
Las diferentes formas de polimorfismos (llamados alelos) son mas frecuentes que las
mutaciones (frecuencia >1%). La mayoria de los polimorfismos simples tienen 2 alelos los
cuales estdn representados por una sustituciébn de base por otra. Debido a que los
humanos son diploides, un individuo puede tener uno de tres genotipos: homocigoto para

el alelo méas frecuente, heterocigoto u homocigoto para el alelo menos frecuente.™

Se han descrito méas de 9 millones de polimorfismos en las secuencia de ADN y se ha
calculado que los polimorfismos de cambio de una base por otra se presentan uno cada

200 pares de bases en el genoma humano. Con lo cual, se esperaria que existieran
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aproximadamente 6 millones de polimorfismos simples en el genoma humano (algunos ya

descritos en la base publica de datos de polimorfismos [dbSMP’s]). ¥

Los polimorfismos pueden afectar la funcion de las proteinas, esto conduce a diversas
investigaciones de susceptibilidad genética a diferentes patologias. Asi mismo, estas
variaciones funcionales pueden estar localizadas en la regién promotora del gen que

pueden modificar su expresion e inducir alguna enfermedad.

Adicionalmente, la variabilidad genética también la constituyen los haplotipos, los cuales
estan compuestos por mas de dos polimorfismos en el mismo gen o varios polimorfismos
de diferentes genes localizados en un mismo cromosoma. Estos haplotipos son de gran
utilidad, ya que proporcionan informacion acerca de la recombinacion (meiosis) que existe
entre genes, que permite identificar mutaciones que originan algunas enfermedades

mediante métodos de andlisis de ligamiento.™"

El estudio de los polimorfismos tiene varias aplicaciones en medicina, investigaciones
biolégicas y procesos juridicos. En medicina la identificacion de polimorfismos es
relevante ya que algunas enfermedades genéticas pueden ser causadas por estos;
estudios de asociacibn permiten identificar genes relacionados con distintas
enfermedades; tratando de delimitar si son causa de riesgo o progresion de la
enfermedad; por lo tanto los polimorfismos pueden utilizarse como marcadores de estas

enfermedades. ?

Expresion alterada de genes y/o proteinas involucradas en la fisiopatologia de la
HPPRN.

La HPPRN es una patologia grave compleja y heterogénea. Si bien se han propuesto
varias hipotesis acerca de su etiologia, estas no son precisas. Estudios recientes han
descrito la asociacion de esta enfermedad con diferentes polimorfismos en diferentes
genes, entre los que se encuentran: riesgo ambientales, el receptor proteico
morfogenetico éseo tipo Il (BMPR2, por sus siglas en ingles) asociado con mas de 70%
de casos de hipertension pulmonar familiar en adultos; asi como con polimorfismos T-
786C y GIu298AsP en el gen eNOS, en pacientes con incremento de la reactividad

vascular pulmonar, #1314
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Otros polimorfismos descritos:

1. Polimorfismos funcionales en el gen (SLC6A4) transportador de serotonina,
potente vasoconstrictor pulmonar; que pueden modular el riesgo de desarrollar
hipertensién pulmonar ¢*2:

2. Se han asociado a la Hipertension Pulmonar Persistente del Recién Nacido

(HPPRN), variantes genéticas, relacionadas con el eje

Hipotalamo/Pituitario/Adrenal. Se han documentado alteraciones en los genes

CRHR1 y CRHBP, localizados en el cromosoma 17 y 5 respectivamente, que

codifican para el receptor y la proteina de union de la corticotropina, la cual

estimula la liberacion de cortisol intradtero, regulador esencial de la proliferacion

celular del muasculo liso pulmonar y el tono vascular 7.

Se ha reportado como factor de riesgo genético para desarrollar HPPRN, a la

asociacion entre genotipo heterocigoto T1405N de carbamoyl-fosfatasa sintetasa,

posiblemente por la pérdida de sustrato para la expresion del 6xido nitrico sintasa

endotelial (eNOS). @819

4. Mutaciones en la proteina del surfactante B (SP-B), de genes que conducen a la
sintesis o procesado defectuoso del surfactante, puede causar falla respiratoria
hipoxémica y consecuentemente HPPRN. El defecto mas comun en la sintesis de

SP-B es debido a una mutacién en el codén 121 del gen de SP-B @'

Proteinas involucradas en la fisiopatologia de la HPPRN:

Elastasa vascular enddgena, su actividad se ha relacionado con induccion de cambios
estructurales en las arterias pulmonares. Estos hallazgos se han reportado en modelos de

e @2D - Otros estudios

experimentacion sometidos a hipoxia o inyecciéon de monocrotalin
demuestran que mediante el empleo de inhibidores de la Elastasa Serine se consiguio
evitar el desarrollo o progresion de los cambios vasculares pulmonares y la HPPRN @9,
La elastasa vascular enddgena, puede liberar mitdgenos de células de musculo liso
activado biolégicamente; como el factor de crecimiento fibroblastico y depositarse en la

matriz extracelular 223,

El resultado de la hiperplasia de las células de musculo liso contribuye a la hipertrofia de
la pared de las arterias, a la liberacién de otros factores de crecimiento como el factor de
crecimiento transformante-f (TGF-B), que pueden inducir aumento en la sintesis de

elastina y colageno que a su vez favorecen el engrosamiento vascular @
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Glicoproteina de la matriz de tenascina, se ha demostrado que su activacion interactia
cooperativamente con factores de crecimiento, como el factor de crecimiento epidérmico y
factor de crecimiento de fibroblastos basico, en la induccién de la respuesta proliferativa

en la pared del vaso ¥,

Endotelinas, son péptidos vasoactivos con diferentes isoformas (ET-1, ET-2, ET-3) que
han demostrado causar aumento de la resistencia vascular pulmonar fetal. La endotelina
1 (ET-1) ha sido la mas estudiada. En experimentos con fetos de corderos y conejos, ha
demostrado contraer las arterias pulmonares fetales. La ET-1 presenta una respuesta
bifasica mediada por sus receptores ET-B, que presenta una accion vasodilatadora por
estimulacion del NO y la ET-A, que media la vasoconstriccion sostenida. Kumar y su
grupo demostraron aumento de la ET-1 inmunorreactiva sérica en recién nacidos

humanos con HPPRN 527,

La Rho quinasa, produce una vasoconstriccion sostenida de la musculatura lisa a través
de la fosforilacién y la inactivacién de la fosfatasa de la cadena liviana de la miosina, que
a su vez aumenta la sensibilidad de la célula muscular lisa vascular al calcio, produciendo
una vasoconstriccion sostenida. La Rho quinasa puede activarse por efecto de hipoxia y
mediadores bioquimicos como la ET-1, tromboxano y serotonina, incrementando asi la

resistencia muscular vascular sostenidamente %

En modelos experimentales, se ha encontrado que la dimetil arginina asimétrica
(ADMA), analogo de la arginina, puede producir inhibicién competitiva de la eNOS, con lo
cual provoca disminucion del 6xido nitrico (NO). ¢ Se ha descrito aumento de la ADMA

en pacientes con cardiopatia congénita e hipertensién pulmonar. ¢*3?
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DIAGNOSTICO CLINICO DE LA HPPRN

El escenario clasico es: un recién nacido a término o pretérmino tardio, con sintomas de
dificultad respiratoria poco después del parto, pueden ser secundarias a diferentes
enfermedades pulmonares, o simplemente una transicion alterada a la vida extrauterina,
sin embargo, si la dificultad respiratoria se acompafiada de oxigenacion labil e hipoxemia

desproporcionadas al grado de enfermedad pulmonar, debe sospecharse una HPPRN
(33,34,35).

El examen fisico del paciente con HPPRN muestra un cuadro de dificultad respiratoria
minimo en comparacion con la situacién de grave hipoxemia; se observa taquipnea, con
esfuerzo respiratorio cuantificado en la escala de Silverman que no suele ser importante,
presencia de leves tirajes y quejido. ®*® Como caracteristica principal presentan labilidad
en la oximetria de pulso, observandose disminucién de oximetria y cianosis marcada

frente a estimulos como el llanto, cambios de posicién, colocacién de sonda orogastrica
(3,33,34,37,38)

A la auscultacion pueden encontrarse ruidos cardiacos anémalos, con la presencia de
soplos sistélico de regurgitacion tricuspidea, reforzamiento del segundo ruido a nivel
paraesternal derecho; propio de la insuficiencia tricuspidea. La tension arterial sistémica
disminuye hasta 3 desviaciones estandar; sin embargo estos signos no son

patognomonicos de HPPRN 323637,

DIAGNOSTICO:
+ ESTANDAR DE ORO DIAGNOSTICO DE LA HPPRN: ECOCARDIOGRAFIA

Si bien la clinica orienta al diagndstico, el estandar de oro es el ecocardiograma que
puede realizarse al pie de la cama, no es invasivo y permite estimar presion sistolica
pulmonar elevada o suprasistémica, ademas descartar alteraciones estructurales
cardiacas y evaluar respuesta a estrategias terapéuticas y consecuentemente prondstico.
(39, 40, 41,42).

Debido a que la HPPRN es una alteracion hemodindmica, la técnica Doppler es un
excelente complemento de la ecocardiografia modo M y bidimensional convirtiéndose en

el método fidedigno no invasivo, para estimar la presion de la arteria pulmonar que se
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detecta en mas del 90% de los casos de HPPRN y que se correlaciona con méas del 95%

de las presiones medidas por cateterizacion ©® 3,

Después de descartar una cardiopatia congénita ciandtica, se evalta la funcién
miocardica, la cual a menudo se encuentra afectada; se determina la severidad de la
hipertensibn pulmonar, mediante la regurgitacion tricuspidea y cortocircuitos

extrapulmonares: conducto arterioso y foramen oval 42 #44546:47)-

1. DIRECCION Y VELOCIDAD DEL CORTO CIRCUITO DUCTAL.- posterior a las 2
primeras horas de vida, cualquier Ductus arterioso debe tener un cortocircuito de lo
sistémico a lo pulmonar (izquierda a derecha). Generalmente se observa como un jet
de flujo naranja sobre la vista ecogréfica ductal. Sin embargo, en la HPPRN, este
cortocircuito va de lo pulmonar a lo sistémico (de derecha a izquierda) y el jet de flujo

aparece azu| “0 41:44.46).

la. Flujo de sangre unicamente de derecha a izquierda (de lo pulmonar a lo
sistémico).- indica que la presion en la arteria pulmonar es mayor que en la aorta
durante todo el ciclo cardiaco. Un cortocircuito exclusivo de derecha a izquierda puede
ser un factor predictivo de mortalidad (OR: 7.8; 95%, IC: 1.2 a 52.8; p=0.04) (“: 41:44:46)-

1b. Flujo de sangre Bidireccional.- ocurre cuando las presiones tanto en la aorta
como en la pulmonar son iguales. El flujo es de izquierda a derecha, durante la
diastole y de derecha a izquierda durante la sistole (debido a que la onda de presion
de la pulmonar alcanza el Ductus primero que la onda de presién de la aorta) El flujo
de sangre bidireccional es frecuente en nifios saludables en las primeras 12 horas de
vida y debe cambiar a sélo de izquierda a derecha cuando la presion adrtica empieza

a ser mayor que la presién pulmonar “0 41:44.46)

1c. Flujo de sangre exclusivo de izquierda a derecha determina la necesidad de
manejo cardiovascular (persistencia de conducto arterioso) (OR: 0.13; 95% IC: 0.01 a
1.22: p=0.07) (40,41,44,46).

2. CUANTIFICACION DEL JET DE VELOCIDAD DE LA INSUFICIENCIA

TRICUSPIDEA.- es el método més preciso de determinar la presion arterial pulmonar.
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La ecografia debe mostrar el jet de flujo sanguineo que se escapa a través de la
valvula tricuspide, y la velocidad del jet es un indicador directo de la presién ventricular
derecha e indirecto de la presion de la arteria pulmonar por medio de la ecuacion de
Bernoulli (el gradiente de presion entre 2 cdmaras, a través de un orificio estrecho es

igual a 4 veces la velocidad al cuadrado) “04*444)

Al estimar la velocidad del jet (si existe) el gradiente de presion a través de la valvula
tricuspidea puede estimarse como 4 veces la velocidad al cuadrado y a este resultado
sumarle 5 mmHg (una estimacion de la presion de la auricula derecha) y asi calcular la
presion del ventriculo derecho y asumir la de la arteria pulmonar. Este valor se compara
con la presion arterial sistélica sistémica (no la presibn media sistémica) y asi se
determina la severidad de la hipertension pulmonar. Si la presion del ventriculo derecho al
final de la didstole es mayor a 20 mmHg, el riesgo de muerte subita es relativamente alto.
La mayoria de los ecocardiografos actuales nos ofrecen en forma directa el valor de
velocidad y el gradiente de presion del flujo regurgitante tricuspideo. Presion del ventriculo
derecho = presion de la auricula derecha + (4 x (velocidad de jet de la insuficiencia

tricuspidea)?) (41,43,44,47).

La estimacion de la presion de la arteria pulmonar es un aspecto importante para el
diagnostico y tratamiento de la HPPRN, sin embargo la presion barométrica a la que se
encuentra el neonato al momento de desarrollar la enfermedad, puede influir en la
presentacion de la misma ya que un porcentaje de la poblacion de recién nacidos
normales pueden presentar insuficiencia tricuspidea en los primeros dias de vida en forma
fisiolégica, abarcando ésta sélo la protosistole a diferencia de la encontrada en la HPPRN

en que ésta es holosistdlica “°.

3. EVIDENCIA DE LA DISTORCION SEPTAL VENTRICULAR.- en situaciones
fisiolégicas, la presion del ventriculo izquierdo es mayor que el derecho, por lo tanto el
tabique interventricular hace un arco hacia la derecha. Sin embargo en HPPRN la
presion ventricular derecha es a menudo igual o mayor que la izquierda, por lo que el
tabique estard aplanado e incluso haciendo arco o convexidad hacia el ventriculo

izquierdo (40,41,44,46).
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También puede encontrarse una desviacion del tabique interauricular hacia la izquierda
reflejo del llenado de la auricula derecha (diastole), la presion de llenado ventricular o mas

de la presion sistélica del ventriculo derecho “”.

Fraise y colaboradores, encontraron que la existencia de un cortocircuito de izquierda a
derecha. Puede aumentar el riesgo de una pobre respuesta a 6xido nitrico (OR: 7,46;
intervalo de confianza del 95% 1,23 a 45.1; p = 0.028) “®.

+ GRADIENTE PREDUCTAL Y POSDUCTAL

Esta prueba se realiza con el objeto de establecer un diagnostico presuntivo de la

hipertensién pulmonar del recién nacido “°’.

El grado de oxigenacion pre y posductal, medido en forma simultdnea por determinacion
de la presion arterial de oxigeno o de la saturacion de oxigeno, es util para confirmar la
presencia de shunt de derecha a izquierda, a nivel ductal. En el 50 a 60 % de los casos de

HPPRN, existe este shunt o cortocircuito ¥,

Con base en el grado y situacion del cortocircuito de derecha a izquierda, se observan
varios niveles de oxigenacion en los sitios preductales (arteria temporal derecha o radial

derecha) y sitios postductales (arterias umbilicales o extremidades inferiores) ®%.

En la HPPRN puede producirse cortocircuito en el foramen oval, conducto arterioso o
ambos. Cuando el cortocircuito ocurre exclusivamente en el conducto arterioso, los gases
sanguineos arteriales extraidos preductalmente son mayores que los gases posductales.
Una diferencia o gradiente mayor de 15-20 mmHg debe considerarse significativa y una
prueba negativa no excluye el diagnostico, pues el cortocircuito a nivel auricular o a través

del foramen oval no produce esta diferencia en el 40 % de los casos %Y,

Las diferencias de presion arterial de oxigeno deben ser de mas de 10 mmHg cuando la
Pa0O2 es baja (por ejemplo: 40 mmHg posductal y 51 mmHg preductal) y de mas de 15 a
20 mmHg de mercurio en los casos de PaO2 més elevada (por ejemplo: 85 mmHg

postductal y 100 mmHg preductal) ®* .

Esta prueba también se podria realizar con oximetria transcutanea (TcPa0O2), mediante el
empleo de dos oximetros con un sensor colocado en la parte superior derecha de la

pared toracica (preductal) y el otro en la parte inferior izquierda del abdomen (postductal),
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este método se ha abandonado, por las quemaduras generadas en el paciente; como
alternativa actualmente se usa el oximetro de pulso con un sensor colocado en la mano

derecha y otro en el pie izquierdo (postductal) ®V.

Una saturacion preductal mayor del 10% que la postductal, sugiere un cortocircuito de

derecha a izquierda por el conducto arterioso®.

Una diferencia de saturacion del 2 al 3 % ya puede ser significativa, si las mediciones son

precisas.

La otra condicion en la que la presion arterial de oxigeno y la saturacion preductal es
mayor que la postductal es la obstruccién de salida ventricular izquierda como sucede en
la coartacion o interrupcién aortica, con ductus arterioso permeable ¢V

Cuando en esta cardiopatia hay mejor flujo pulmonar, la diferencia pre y postductal casi
desaparece, pero el recién nacido estard clinicamente peor, porque disminuye

significativamente el flujo sistémico ductus dependiente %

Si la diferencia o gradiente de O2 entre la pre y postductal es invertida, es decir, la
postductal es mayor que la preductal, podemos estar ante una obstruccion aortica con

malformaciones del cono-tronco (ejemplo: transposicién de grandes vasos) ¢ .

En un pequefio grupo de pacientes el diagnostico puede continuar incierto. En ellos, lo
importante es no omitir cardiopatias que cursa con HPPRN como la anomalia del retorno
venoso pulmonar @ |os recién nacidos con esta cardiopatia congénita, tienen cianosis,
hipoxemia, corazén anormal o pequefio y congestion venosa en la radiografia de térax y
no suelen presentar diferencias pre y postductal en la presion arterial de oxigeno ni en la

saturacion u oximetria de pulso ©¥.
+ INDICE DE OXIGENACION

El indice de oxigenacion (I0) fue creado en la década de los ochentas. Pese a existir
otros indices que evallan el intercambio gaseoso pulmonar la particularidad de este
indice es que evalla la oxigenacion relacionandola con el grado de soporte ventilatorio a
través de la medici6n de la presibn media de la via aérea ©?.
Representa la relaciéon entre la cantidad de oxigeno entregado al pulmon y la cantidad de

oxigeno que se difunde en la sangre. Puede ser interpretado como un marcador
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subrogado de la funcion pulmonar y de la capacidad de respuesta del sistema

cardiorespiratorio ©?.

La férmula para su calculo es:

PMVA x FiO;
X 100

PaO,

Donde:

PMVA.-presion media de la via aérea, por sus siglas en inglés, en cmH,0.
FiO,.-fraccion inspirada de oxigeno, expresada en porcentaje.

PaO,.-presion parcial de oxigeno arterial (mmHg).

La PaO, empleada es habitualmente la postductal, extraida del catéter de la arteria
umbilical.

Cuanto mayor son los valores mayor es la gravedad de la insuficiencia respiratoria.
El 10 constituye un indice facil de medir ya que sus componentes (PMVA, FIO,y PAQO,),
estan habitualmente documentados en el monitoreo de rutina de los recién nacidos con
insuficiencia respiratoria debido a HPPRN u otras causas. Su calculo es facil comparado
con otros indices y se efectta al lado de |la cama del enfermo.
Su mayor debilidad es que el valor de la presion media de la via aérea, que es parte de la
formula, no so6lo depende de la gravedad de la patologia pulmonar sino también de la

habilidad del Neonatélogo tratante en la ventilacién de recién nacidos ©.

En el afio 1985 Barlett y colaboradores ®*® reportaron que empleaban el IO en recién
nacidos de término con insuficiencia ventilatoria para predecir displasia brocopulmonar o
muerte. En su servicio un 10 igual o mayor a 40 correlacionaba con un riesgo de
mortalidad de 80-90% vy si el IO era igual o mayor a 25 pero inferior a 40 la mortalidad era
del 50%. Actualmente no se mantienen estos porcentajes gracias al advenimiento nuevas
estrategias terapéuticas como 6xido nitrico, ventilacion de alta frecuencia y surfactante
exdgeno®,

En los afios siguientes el 10 fue empleado para comparar gravedad de recién nacidos y
en estudios aleatorizados para definir tratamiento con Oxido nitrico inhalado (ONi) o
determinar indicacion de oxigenador de membrana extracorpdrea (ECMO, por sus siglas

eninglés).
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En el metaanalisis sobre el empleo de ONi para el tratamiento de la insuficiencia
respiratoria en niflos de término o cercanos al término, el 10 era empleado no sélo para
determinar indicacién de ONi sino también para evaluar la eficiencia del ONi después de
30 a 60 minutos de iniciado el tratamiento tanto como valor absoluto como variacion
desde el valor basal. Los autores concluyen que seria apropiado iniciar tratamiento con
ONi en aquellos pacientes cuyo IO sea igual o mayor a 25 o si la PaO, es menor a 100
mmHg recibiendo 100% de oxigeno adicional (58),
El 10 también es empleado para decidir el ingreso a ECMO en pacientes con insuficiencia
respiratoria severa pero potencialmente reversible. A través del tiempo un IO mayor o
igual a 40 se ha transformado en una de las indicaciones mas empleadas para decidir el
ingreso a ECMO de un recién nacido con insuficiencia respiratoria ",
El IO también se ha empleado como predictor de sobrevida en recién nacidos con hernia

diafragmatica congénita ©®.

TRATAMIENTO

El tratamiento para la HPPRN esta enfocado en restablecer la adaptacion cardiopulmonar,

evitando lesion pulmonar y efectos adversos en perfusion sistémica.

Aunque el soporte hemodinamico y una adecuada ventilacion/perfusion son vitales en el

manejo, el tratamiento vasodilatador pulmonar es el estandar de oro.
1.-VASODILATADORES PULMONARES

+ OXIDO NITRICO INHALADO (iNO): alcanza el espacio alveolar y difunde hasta el
musculo liso del lecho vascular pulmonar donde incrementa la concentracion de
cGMP condicionando la vasodilatacion. Preferentemente se distribuye en los
segmentos ventilados del pulmén, resultando en un incremento en la perfusion de
estos segmentos y una mejoria en la oxigenacion la cual es evidente en pocos

minutos.

Su seguridad y eficacia para tratar la HPPRN ha sido estudiada en multiples
estudios controlados longitudinales. El iNO disminuye significativamente la
necesidad de ECMO, sin embargo hasta en un 40% de los casos pueden ser no

respondedores por lo que no presentaran mejoria en la oxigenacion.
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Diversos estudios han demostrado que aunque se inicie el INO en estadios
tempranos de la falla respiratoria (indice oxigenacion entre 15-25) no disminuye la
incidencia de requerir ECMO o muerte o mejorar el desenlace a otros niveles
como alteraciones en el neurodesarrollo a largo plazo; sin embargo un retraso en
el inicio del INO hasta estadios avanzados de la falla respiratoria (I0 >40)

condiciona una mayor dependencia de oxigeno y peor pronéstico.

Este farmaco puede administrarse ya sea por ventilacion mecénica o por
dispositivos de presion positiva continua de la via aérea o por canula nasal. La
dosis recomendada es de 20 partes por millon, demostrandose que dosis mas

altas, no mejoran los resultados y solo condicionan mayor riesgo de toxicidad.®*
2.- INHIBIDORES DE FOSFODIESTERASA

+ Inhibidor fosfodiesterasa 5: (Sildenafil) La PD-5 pertenece a una familia de
enzimas que hidrolizan e inactivar cGMP condicionando una vasoconstriccion. El
sildenafil actda inhibiendo esta enzima permitiendo incremento en la concentracion
de cGMP lo que disminuye la afluencia de calcio y permite la vasorelajacion de la

vasculatura pulmonar. ¢4
Su via de administracion en oral y la dosis recomendada es de 1-2 mg/kg/dosis

+ Inhibidor de la fosfodiesterasa 3: (Milrinona) La PD-3 es una enzima que
hidroliza e inactiva cAMP favoreciendo una vasoconstriccion del lecho vascular
pulmonar. La milrinona actua inhibiendo esta enzima lo que permite incremento en

cAMP y favorecer la vasorelajacién de la vasculatura pulmonar.®®

3.- OTRAS ALTERNATIVAS

+ Antagonista de receptores para Endotelina-1: (Bosentan). La endotelina-1 es el
mas potente vasoconstrictor y se cree que tiene un rol importante en la
fisiopatogenia de la HPPRN, por lo cual se considera que bloquear su receptor
condicionaria una vasorelajacion de la vasculatura pulmonar; sin embargo aun

esta en estudio su uso en el recién nacido.®
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5. JUSTIFICACION

La Hipertensiéon Pulmonar Persistente del Recién Nacido (HPPRN), es una condicién
grave de elevada morbilidad y mortalidad. Los avances en el tratamiento de esta grave
patologia, tales como: ventilacibn mecanica de alta frecuencia, vasodilatadores
pulmonares selectivos, verbigracia el 6xido nitrico inhalado, el oxigenador de membrana
extracorpdrea, han mejorado la sobrevida, sin embargo en los informes de la literatura se
reporta mortalidad variable entre 20 y 40% y morbilidad respiratoria hasta en el 70% de

los sobrevivientes.

5.1 Magnitud del problema:

HPPRN pone en peligro la vida, desarrollo neurolégico, estrategias terapéuticas de costo
elevado, vasodilatador pulmonar selectivo (oxido nitrico) y no todos son respondedores, y

solo un centro hospitalario del medio privado en el pais cuenta con ECMO.

5.2 Trascendencia:

El estudio de los polimorfismos tiene muchas aplicaciones en medicina, investigacion
biomédica y procesos juridicos. En medicina, de manera particular, la identificacion de
polimorfismos toma vital relevancia ya que algunas enfermedades genéticas pueden ser
causadas por estos; estudios de asociacion permiten identificar genes relacionados con
distintas enfermedades, tratando de delimitar si son causa de riesgo o progresion de la
enfermedad; por lo tanto los polimorfismos pueden utilizarse como marcadores de ciertas
enfermedades.

Como es habitual, los pocos estudios publicados a nivel internacional sobre identificacion
de polimorfismos son realizados en adultos; incluso en nuestro pais, encontramos
estudios de correlacién entre polimorfismos y enfermedades de la poblacién adulta como
enfermedad coronaria aguda, cancer de mama y enfermedades respiratorias, pero
ninguno en la poblacion pediatrica.

La hipertension pulmonar persistente del recién nacido es una patologia grave, compleja y
heterogénea. Si bien, se han propuesto varias hipotesis acerca de su etiologia, esta no es
precisa. En la ultima década han incrementado los estudios del endotelio vascular debido

a su funcion vasodilatadora y ateroprotectora mediante la produccion de o6xido nitrico
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(NO). Al parecer, defectos en la sintesis de NO pueden predisponer al desarrollo de
enfermedades cardiovasculares e hipertension arterial; sin embargo la regulacion de la
disponibilidad de esta molécula es dependiente de la enzima eNOS. La busqueda de
polimorfismos en este gen, podrian ser relevantes en la susceptibilidad para el desarrollo

de la Hipertensiéon pulmonar neonatal.

Dado que no existen estudios en donde asocien los polimorfismos VNTR 4a/b y T786C
del gen eNOS con la hipertension arterial pulmonar neonatal, el desarrollo del presente
trabajo podria dar las bases para estudios de asociacion de los polimorfismos anteriores
y otros polimorfismos en el mismo gen, asi como en otros genes que participan en la via

metabdlica del ON de la poblacion analizada.

5.3 Factibilidad:
La Unidad de Terapia Intensiva Neonatal de la UMAE del Centro Médico Nacional de
Occidente recibe pacientes de 6 estados de la Republica Mexicana, contamos con 700

ingresos anuales y aproximadamente el 8-10% corresponden a esta entidad.

5.4 Vulnerabilidad:

Ante la elevada morbilidad y mortalidad que acompafia a la HPPRN y la pobre o nula
respuesta a las diferentes opciones terapéuticas, las multiples readmisiones hospitalarias
de los sobrevivientes, los elevados gastos econdémicos, el desequilibrio en la dindmica
familiar, etc, consideramos que merece la pena continuar con la basqueda de etiologia
precisa para impactar en el desarrollo de estrategias terapéuticas, llegando asi en un

futuro no lejano a una medicina gendémica personalizada.
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La hipertension pulmonar persistente del recién nacido se caracteriza clinicamente por
una falla respiratoria hipoxemica en los primeros dias de vida en los recién nacidos de
termino o pretermino tardios sin asociacién a anormalidades congénitas o lesiones
cardiacas cianéticas, que condiciona vasoconstriccion, disminucion del intercambio
gaseoso, acidemia e hipercarbia y que no tratarse a tiempo puede condicionar la

muerte.

Se ha observado que la presencia de algunos polimorfismos intervienen en la
expresion alterada de genes y/o proteinas involucradas en la respuesta
vasoconstrictora pulmonar, tales como VNTR 4a/b y T786C del gen eNOS, por lo que
su identificacion seria de mucha utilidad en el diagnostico, pronostico y tratamiento de
la HPPRN.

Es por ello que se planteo la siguiente pregunta de Investigacion: ¢ Es posible identificar

polimorfismos caracteristicos de la HPPRN?
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7. OBJETIVOS

7.1 GENERAL
Identificar polimorfismos caracteristicos en neonatos con Hipertensiébn Pulmonar

Persistente del Recién Nacido.

7.2 ESPECIFICOS
a) Determinar asociaciones entre polimorfismos y proteinas involucradas en vias de
sefializacion bioquimicas de vasoreactividad pulmonar.
b) Relacionar polimorfismos con factores ambientales.
c) Categorizar determinado polimorfismo identificado con prondstico o desenlace

final.
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8. HIPOTESIS DE TRABAJO

Existe un patrén caracteristico de polimorfismos en la HPPRN.

9. MATERIAL Y METODOS:

9.1 DISENO DE ESTUDIO:

Transversal comparativo

9.2 UNIVERSO DE ESTUDIO:

Se estudiaron a todos los recién nacidos de termino y pretermino tardio, que ingresarén a
la unidad de terapia intensiva neonatal del hospital de pediatria de la UMAE de Centro
Médico Nacional de Occidente que presentarén dificultad respiratoria progresiva
hipoxemica con indice de oxigenacién > 20 y que se confirmé mediante ecocardiografia
Doppler HPPRN. A su vez por cada paciente con confirmacion diagndstica, se incluy6 a
un recién nacido de termino o pretermino tardio que ingreso a la unidad y que no presenté
HPPRN.

El diagnostico de Hipertension Pulmonar Persistente de Recién Nacido, se confirmé por
estudio ecocardiogréfico, mediante hallazgos como mezcla venoarterial extrapulmonar, es
decir, flujo de derecha e izquierda o bidireccional a nivel de foramen oval y ducto
arterioso, asi como estimacién de la presion sistolica arterial pulmonar igual o mayor a la
sistémica. El Ecocardiograma se realizé por el servicio de Cardiologia Pediatrica de la
unidad mediante el equipo ecocardiografico tridimensional modelo IE33 XMatrix, con

transductor X3, marca Philips, cuyo nimero de serie es: BOOF64.
Célculo de la presién pulmonar

1.-Por jet de insuficiencia tricuspidea.-Se utilizé la imagen en 4 camaras, se evalué por
Doppler continuo, auxiliado por la imagen de Doppler color. Se calculo el gradiente de
presion entre el ventriculo derecho y la auricula derecha y se utilizo la ecuacion
modificada de Bernoulli:
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Gradiente de presion=4(Vmax)2
Donde Vmax corresponde a la velocidad méaxima del jet de insuficiencia tricuspidea.
La presion sistolica del VD se calcula de la siguiente manera:

4 x (Vmax)2 + AD

AD= 5 si la auricula tiene un tamafio normal y 10 si esta dilatada.

2.- Por intervalos sistolicos.- Se utiliza el flujo Doppler pulsado en el tronco de la arteria
pulmonar, en la imagen paraesternal eje corto, a 1 cm distal de la valvula pulmonar y en la
parte media del vaso.

El periodo pre-expulsivo se mide desde el inicio de la onda Q del electrocardiograma
hasta el inicio del flujo y el tiempo de aceleracion desde el inicio del flujo hasta el

momento de la maxima velocidad.

Obtenidos estos valores se utilizan las ecuaciones de regresién que proporcionan las
presiones fisicas.

PSP =55 X PPE/TA -0.8

PDP =35.3 X PPE/TA -10.8

PPM =432 X PPE/TA -4.6

Donde:

PPE es el periodo pre-expulsivo

TA es el tiempo de aceleracion

PSP es la presion sistdlica pulmonar
PDP es presion diastdlica pulmonar

PMP es presién media pulmonar
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9.2.1 Criterios de inclusion (PACIENTES CON HPPRN):

A\

9.2.2

A\

9.2.3

9.24

Edad gestacional entre 34 y 42 semanas.
Diagndstico de HPPRN por ecocardiograma.

Autorizacion o consentimiento informado por escrito del padre o tutor (anexo 1).

Criterios de inclusion (PACIENTES SIN HPPRN):

Edad gestacional entre 34 y 42 semanas.
Que no presenten diagnostico de HPPRN

Autorizacion o consentimiento informado por escrito del padre o tutor (anexo 1).

Criterios de Exclusion:
Malformaciones congénitas mayores.
Anomalias cromosémicas.

No autorizacion de consentimiento informado para ingresar al protocolo de estudio.

Criterios de Eliminacion:

Transferencia a otra unidad médica o alta voluntaria.
Pérdida o baja de la seguridad social del Instituto.
Declinar el consentimiento previamente autorizado por el padre o tutor, antes de la

toma de muestra sanguinea
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9.3 CALCULO MUESTRAL
9.3.1 Tamafo de la muestra:

El tamafio de muestra se calcul6 con base la férmula muestreo no probabilistico por casos

consecutivos:
(Z1aN(r+1)PQ) + Z1 g\(r*P1*Q1+P2*Q2 )
m'=
r*(P2-P1)°
(1.960 V(1.00+1)0.45*0.55) + 0.842 (1.00*0.60*0.40+0.30*0.70)
m'=
1.00(0.30-0.60)°
m'= 41.97
Donde:

r = razon de controles:casos = 1:1

P1 = Proporcion de presencia del factor de riesgo en los controles (grupo sano) = 0.60
Ql1=1-P1=0.40

P2 = Proporcion de presencia del factor de riesgo en los casos (grupo enfermo) = 0.30
Q2=1-P2=0.70

P= Proporcion promedio ponderada de presencia del factor en el universo = 0.45

P= (P1+r*P2)/ r+1

Q=1-P =055

a = Nivel de significancia o probabilidad error tipo 1 = 0.05

1- a/2 = Percentil bilateral para el nivel de significancia asignado = 0.975

Zy. an = Zoors de la distribucion normal estandarizada que deja un &rea de 0.80 a la
izquierda, implica un poder del 80% = 0.842

m”~ = Tamafio de la muestra

m = Tamafo de la muestra corregido

1*2(+1) |2
m= m*(1 +

m*r+(P2-P1)
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N=42
Tamafo de muestra para el grupo de referencia (controles): m;=rrm 42
Tamafio de muestra para el grupo de estudio (casos): m,=m 42

Para el calculo de la muestra se tomd en cuenta el polimorfismo més frecuente.

9.3.2 Forma de seleccidn del universo de estudio:

Por cada neonato con HPPRN diagnosticado por el estdndar de oro, se incluyd un

paciente sin HPPRN, como control.

9.4 DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS:

Previo consentimiento informado (Anexo 1), se obtuvo 1.5 ml de muestra sanguinea de
cada paciente con HPPRN y sin HPPRN, la cual se recolecto en tubo de ensayo con
EDTA (Acido Etilem Diamino Tetraacetico) como anticoagulante y se almaceno bajo

refrigeracion (-5°C).

Se realizé la extraccion de DNA a partir de leucocitos mediante el micro-método de DTAB-
CTAB. © Se verifico la calidad y pureza del DNA por el andlisis espectrofotométrico y
electroforesis en geles de agarosa. ¥ Se realiz6 la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) con iniciadores especificos para cada reaccion y las

condiciones de amplificacion descritos a continuacion:
POLIMORFISMO DEL GEN T786C DEL GEN eNOS:

Para la identificacion del polimorfismo T786C, se amplifico un fragmento de 180 pb, con
los iniciadores 5°-TGG AGA GTG CTG GTG TAC CCC A-3"y 5-GCC TCC ACC CCC
ACC CTG TG-3". ®@. Mediante las condiciones modificadas de PCR; Buffer (10x): 5pmol
de cada iniciador, 200um de dNTPs, 1.5 mM de MgCl,, 1.5 unidades de taq polimerasa,
BSA (albumina &cida) 10% y 50ng de ADN genémico.®® Bajo el siguiente programa de
amplificacion: desnaturalizacion por 4 minutos a 94° C, 35 ciclos (50 segundos a 94°C, 55

segundos a 59°C y 50 segundos a 72°C) y una extension final por 7 minutos a 72°C.
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Posteriormente el producto amplificado se sometié a corte con la enzima de estriccion
Msp | a 370C por dos horas. La identificacion de los alelos se realiz6 a través de un
corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida 6% (29:1) previa tincion de nitrato de
plata, como se muestra en la figura 1; de tal manera que se observaran tres genotipos:

4+ Homocigoto T/T (genotipo normal; 140, 40 y 50 pares de bases (pb).
%+ Heterocigoto T/C, (bandas 140, 90, 40, y 50 pb).

4+ Homocigoto C/C (genotipo polimérfico; 90, 40 y 50 pb).

Figura 1.

140 ob
125 pb
90 nb

L sl S A 9 10 11 12 25pb13 14 15 16

El genotipo heterocigoto T/C se observé en los carriles 1, 3, 5, 8, 11 y 15; el genotipo
homoacigoto CC se observo en el carril 2'y el genotipo TT en los carriles 4, 6, 7, 9, 10, 13, 14y

16.
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POLIMORFISMO VNTR I/D (repeticion de 27pb) DEL GEN eNOS

La identificacion del polimorfismo I/D fue llevada a cabo con los iniciadores 5 - AGG GGG
TAT GGT AGT GCC TTT-3" y 5°- TCT CTT AGT GCT GTG GTC AC-3". Mediante las
condiciones modificadas de PCR; Buffer (10x): 5pmol de cada iniciador, 200um de
dNTPs, 1.5 mM de MgCl, 1.5 unidades de tag polimerasa, BSA (albumina acida) 10% y

50ng de ADN gendmico. ©2

Bajo el siguiente programa de amplificacion:
desnaturalizacion por 4 minutos a 94° C, 35 ciclos (1 min a 94°C, 1 mina 57°Cy 1,30 min
a 72°C) y una extension final de 7 min a 72°C. La identificacion de los alelos se realiz6 a
través de un corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida 6% (29:1) previa tincion

de nitrato de plata, de tal manera que se observaron tres genotipos.

4+ Homocigoto I/l (Insercién/insercion, 5 repetidos de 27 pb, genotipo normal; banda de
420pb)

%+ Heterocigoto I/D (Insercién/Delecién, bandas 420 y 393pb)

4+ Homocigoto D/D (Delecion/Delecion, 4 repetidos de 27 pb, genotipo polimérfico;
banda de 393pb)

Figura 2.

420pb
393pb

1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 25pb

El genotipo I/1 se observo en los carriles 1, 3-8 y 10-11 y el genotipo heterocigoto I/D en el
carril 2
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9.5 ANALISIS ESTADISTICO:
9.5.1 Andlisis estadistico de aspectos demograficos

Las variables cualitativas se expresaron por proporciones y las cuantitativas con medias y
desviacion estandar. La comparacion de las variables cualitativas se llevo a cabo con la
prueba X? y exacta de Fisher segin el caso y las variables cuantitativas se contrastaron
con la prueba t de student.

Se considero un valor estadisticamente significativo cuando p fue < 0.05 con nivel de
confianza de 95%.

Se utilizé el paquete estadistico SPSS (Statistical package for the social sciences, por sus

siglas en inglés) versién 21.0.

9.5.2 Andlisis estadistico de los polimorfismos

Estimacion de las frecuencias alélicas y genotipicas.

Fueron estimadas por el método de conteo directo.

Informativa de los marcadores.
La heterocigocidad observada corresponde a la frecuencia de individuos heterocigotos
observados en la muestra total y fue calculada mediante la formula: Hobs = 1-Ho. [Ho

constituye los individuos con genotipo homocigoto (dos alelos iguales) observados].

Prueba de Chi cuadrada (x?)
Las frecuencias observadas fueron comparadas con las esperadas, mediante intervalos

de confianza (IC) al 95%, se tomé como significativo cuando el valor de p fue < 0.05.

Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

Se calculd el equilibrio de Hardy-Weinberg del grupo de referencia para cada polimorfismo
mediante la comparacion de frecuencias de los genotipos observados con los esperados
por medio de por X*. Los genotipos observados fueron comparados con los esperados
para cada marcador, por medio del binomio (p+q)? = p? + 2pq + g2 (p: frecuencia de alelos

silvestres; q: frecuencia de alelos polimérficos).
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Razén de momios (Odds ratio)

La asociacién de los polimorfismos con la enfermedad se determiné mediante odds ratio
con el programa Epi info 6.0. Asi como por andlisis de regresion en el programa SPSS
18.0.
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10. ASPECTOS ETICOS:

Titulo Segundo. De los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos: Capitulo |
Disposiciones comunes. Articulo 17. Se considera como riesgo de la investigacion a la
probabilidad de que el sujeto sufra algun dafio como consecuencia inmediata o tardia del
estudio para efectos de este reglamento, las investigaciones se clasifican en diferentes
categorias. El apartado Il el que compete a esta investigacion. Il Investigacion con riesgo
minimo: Estudios prospectivos que emplean el registro de datos a través de
procedimientos comunes, tales como examenes fisicos o psicolégicos de diagndstico y
tratamiento rutinarios, entre los que se consideran: Investigacion con medicamentos de
uso comun, amplio margen terapéutico, autorizados para su venta, apegandose a las
indicaciones, dosis y vias de administracion establecidas y que no sean medicamentos de

investigacion que se definen en el articulo 65 de este reglamento ¢

Se considero un estudio con riesgo minimo (categoria Il). El estudio se elaboro bajo los
lineamientos de la ley general en salud en materia de investigacion para la salud emitido

por la secretaria de salud.

Los procedimientos estuvieron de acuerdo con las normas éticas, el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud y con la declaracion de
Helsinki de 1975 enmendada en 1989 y codigos y normas Internacionales vigentes de las
buenas practicas de la investigacion clinica. Se solicité autorizacion de los padres a través

de una carta de consentimiento informado (anexo 1).
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11. RECURSOS Y FINANCIAMIENTO
11.1.1 RECURSOS HUMANOS
Investigador responsable: Dra. en Cs. Lourdes Lemus Varela

Investigador principal: M.E. Luisa Maria Garcia Valdez

11.1.2 RECURSOS MATERIALES:

Computadora Laptop SONY VAIO

Impresora HP Deskjet D2660

Cartuchos de tinta para impresora HP

Material de oficina: I4piz, plumas, hojas blancas, broches Baco, carpetas, fotocopias.

Tubos de ensayo con EDTA

11.1.3 RECURSOS FINANCIEROS:

Fueron proporcionados por los investigadores, especificamente consumibles.
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12. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE

Sexo

Edad gestacional

Peso

AINE's antenatales

SSRIs antenatales

Tabaquismo materno

Hipertension inducida por

el embarazo

Via de nacimiento

Hipertension pulmonar
persistente del recién
nacido

Ecocardiograma

Indice de Oxigenacion >20

Polimorfismo

DEFINICION OPERACIONAL

Condicion de genero

Estimacion de la edad al nacimiento
mediante el método de Ballard
modificado

Es la cantidad de materia de un
cuerpo.

Consumo materno de acido acetil
salicilico durante el embarazo

Consumo materno de inhibidores
selectivos de la recaptacion de
serotonina durante el embarazo

Consumo materno de tabaco durante
el embarazo

Diagnostico materno de hipertension
arterial sistémica durante el
embarazo

Mecanismo por el cual es obtenido el
recién nacido

Presion sistélica de la arteria
pulmonar >-sistémica

Presion sistolica de la arteria
pulmonar > a la sistémica. Cortos
circuitos a través del conducto
arterioso y/o foramen oval de

derecha aizq o bidireccionales.

Es la presion media de la via aérea
por la fraccién inspirada de oxigeno
entre la presion arterial de Co2 por
100.

Variacion en la secuencia de ADN

UNIDAD DE
MEDICION

a) Mas b) Fem

Expresado en
semanas

Expresado en

gramos
a)si b)no
a)Si b) no
a)Si b) no
a)Si  b)no
a)cesarea
b) parto

a)Si  b)no
a)Si  b) No
a)Si  b)no
a)Si b)no

ESCALA ESTADISTICA
Nominal Proporciones
Continua Media y DE
Continua Media y DE
Nominal X°
Nominal X
Nominal X
Nominal X*
Nominal X°
Nominal X
Nominal X°
Nominal X°
Nominal X°
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13.CALENDARIO: CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES 2013 - 2014:

2013 2014

Planeacién 4

Montaje e instrumentacion

Aceptacion del protocolo &

Procesamiento de datos v

revoneprem ]

# Sujeto a decision de las autoridades
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14. RESULTADOS:

En el presente trabajo se incluyeron 42 recién nacidos, 21 con HPPRN (grupo de estudio)
y 21 sin HPPRN (grupo control), en el periodo comprendido del 1° de octubre del 2013 al
31 de enero del 2014. No observamos diferencias con significancia estadistica en el
género de ambos grupos: en el grupo de estudio 11 (52.4%) masculinos y 10 femeninos
(47.6%) y en el control 10 masculino (47.6%) y 11 femeninos (52.4%). En relacion a la
edad gestacional: el grupo de estudio con HPPRN el promedio: 35.6 + 2.81 semanas y en
el control: 38.1 +1.9 semanas. consecuentemente el peso fue menor en el grupo de estudio
2622 + 626 gramos en contraste con 2992 + 565 gramos en el grupo control. La mayor
parte de los recién nacidos fueron obtenidos por cesérea, en el grupo de estudio el 76.2 %

y en el grupo control: 81%. (Cuadro 1)

CUADRO 1. Aspectos demogréficos

Variables HPPRN Control Valor de P
(n=21) (n=21)

Genero

Masculino n (%) 11 (52.4) 10 (47.6) 0.750

Femenino n (%) 10 (47.6) 11 (52.4)

Edad gestacional (SEG)

Media 35.6 +2.81 38.1+19 0.008

PESO (g)

Media 2622 + 626 2992 + 565 0.052

Via de nacimiento

Parto  n (%) 5 (23.8) 4(19) 0.707

Cesarea n (%) 16 (76.2) 17 (81)

Se muestran medidas de tendencia central de los aspectos demogréficos de la poblacién de estudio.

Acerca de los antecedentes perinatales, encontramos que no hubo diferencia de
significancia estadistica en la patologia materna, ni crénica ni gravidica. En uno de los

casos del grupo de pacientes con HPPRN, la madre ingiri6 inhibidor selectivo de la
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recaptacion de serotonina, del tipo de la fluoxetina, factor asociado al desarrollo de la

patologia foco del estudio del presente trabajo (cuadro 2).

CUADRO 2. Aspectos perinatales

Variables HPPRN Control Valor de P
(n=21) (n=21)

Patologia materna

Sl n (%) 7(33.3) 2 (9.5 0.060

NO n (%) 14 (66.7) 19 (90.5)

Hipertension inducida

Por el embarazo

Sl n (%) 3(14.3) 4 (19) 0.672

NO n(%) 18 (85.7) 17 (81)

Esteroides maternos

Sl n (%) 2(9.5) 1(4.8) 0.549

NO n (%) 19(90.5) 20 (95.2)

AINES prenatal

Sl,  n(%) 0 (0) 1(4.8) 0.311

NO, n(%) 21 (100) 20 (95.2)

IRSS prenatal

Sl,  n(%) 1(4.8) 0 (0) 0.311

NO, n(%) 20 (95.2) 21 (100)

Tabaquismo

Si, n(%) 1(4.8) 0 (0) 0.311

NO, n(%) 20 (95.2) 21 (100)

IRSS: Inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina.
Se muestran medidas de tendencia central de aspectos perinatales de la poblacion de estudio

La patologia de base del grupo de estudio, que desarroll6 HPPRN, fue sindrome de
dificultad respiratoria (SDR) y neumonia en un 19%, seguidos por taquipnea transitoria
del recién nacido (TTRN), HPPRN primaria ambas en un 14%, en tercer lugar sindrome
de aspiracion de meconio y cardiopatia congénita con el 10%.

En el grupo control, el 38% fueron recién nacidos sanos y con TTRN 38% y miscelaneas

24%, lo cual se muestra esquematicamente distribuido en la grafical.
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Gréafical. Diagnésticos de ingreso a unidad de cuidados intensivos neonatales
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Otros: error innato del metabolismo, atresia esofégica tipo 3, hernia diafragmatica, malformacion
ano rectal baja, hipertrofia estenotica de piloro, hipocalcemia.

En relacion a los polimorfismos, encontramos diferencia estadisticamente significativa en
la identificacion de polimorfismos relacionados con la via del éxido nitrico y GMPc,
especificamente, en la eNOS, la distribucién genotipica y alélica del polimorfismo T786C
del gen eNOS se muestra en el cuadro 3 y se esquematiza en la grafica 2. EIl genotipo
T/T observado en el 43% (9/21) de las pacientes con HPPRN en contraste con el 76%
(16/21) del grupo control (sin HPPRN), se comporté como factor de proteccion [OR 0.23
(95% IC 0.06-0.88), p<0.029]. La union de los genotipos T/C-C/C observado en el 59%
(13/21) de los pacientes con HPPRN en contraste con el 25% (5/21) del grupo control se
comporté como factor de riesgo [OR 4.33 (95% IC 1.15-16.2), p=0.029]. Se demostrd
mediante la prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg que la distribucion de genotipos del
grupo control guardo equilibrio ya que dicha prueba de calidad no mostro significancia
estadistica (chi-cuadrada = 0.408; p = 0.5229).

El alelo T se mostré como factor de proteccion, mientras que el alelo C como factor de
riesgo en los grupos de estudio, tal como observamos en el cuadro 3.
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CUADRO.3 Distribucién genotipica y alélica del polimorfismo T786C del gen eNOS
en los grupos de estudio

Grupos
HPPRN"=D Control ™=V Pacientes vs. Controles

Genotipos** (n) % (n) % OR (IC95%) Valor p
TIT 9) 43 (16) 76  0.23 (0.06-0.88) 0.029
TIC (10) 47 (5) 24 0.4 0.14
Cc/C (3) 10 (0) 0.56
TC-CC (13) 59 (5) 24 433 (1.13-16.0) 0.029
Alelos

T (28) 66 (37) 88 0.27 (0.087-0.83) 0.019
C (14) 34 (5) 12 3.7 (1.19-11.48) 0.019

*El grupo control esta en Equilibrio de Hardy-Weinberg (chi-cuadrada = 0.408; p = 0.5229); **La
informatividad del polimorfismo T786C como marcador fue de 0.545: un valor mayor a 0.7 es considerado
como altamente informativo mientras que un valor de 0.44 es considerado como moderadamente
informativo.
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Gréfica 2.
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En la busqueda de asociaciones entre el estdndar de oro diagnostico de HPPRN vy el

polimorfismo documentado, encontramos que a mayor presion sistélica de la pulmonar

(PSAP) mayor expresion del gen indice, de tal forma que consideramos que los genotipos

T/C-C/C del polimorfismo T786C del gen eNOS mostrd asociaciéon como factor de riesgo

cuanto mas elevados resultaron los valores de la PSP en el estudio ecocardiogréfico

(cuadro 4).

CUADRO.4 Asociacion de los genotipos T/C-C/C del polimorfismo T786C con los
valores del Ecocardiograma PSAP (mmHg) en el grupo de pacientes.

95% IC

P OR inferior superior

T/C-C/C

Ecocardiograma PSAP (mmHg) 0.0022 8 2.01 31.8

OR: odds ratio. IC: intervalo de confianza.
Se muestra asociacién entre cifras > de 45mmHg de PSAP y el polimorfismo T786C.
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Polimorfismo VNTR I/D del gen eNOS

La distribucion genotipica y alélica del polimorfismo VNTR 1I/D del gen eNOS se muestra
en el cuadro 5 y esquematizado en grafica 3. El genotipo I/l observado en el 48% (10/21)
de los pacientes con HPPRN en comparacion con el 90% (19/21) del grupo control; se
comporté como factor de proteccion [OR 0.09 (95% IC 0.017-0.51), p=0.002]. El
genotipo I/D observado en el 50% (11/21) de las pacientes con HPPRN en comparacion
con el 10% (2/21) del grupo control; se comportd como factor de riesgo [OR 10.4 (95%
IC 1.9-76.38), p=0.002]. La distribuciébn de genotipos del grupo control estuvo en
equilibrio de Hardy-Weinberg. El alelo | se mostr6 como factor de proteccién, mientras

gue el alelo D como factor de riesgo en los grupos de estudio.

Cuadro 5. Distribucion genotipica y alélica del polimorfismo I/D del gen eNOS en
los grupos de estudio

Grupos

HPPRN®=*1 Control "™29" Pacientes vs. Controles
Genotipos** (n) % (n) % OR (1C95%) Valor p
I/l (10) 48 (19) 90 0.09 (0.017-0.51)  0.002
I/D (11) 52 (2) 10 104  (1.9-76.38) 0.002
D/D (0) (0)
Alelos
I (31) 74 (40) 95 0.14 (0.047-0.46) 0.0002
D (11) 26 ) 5 6.7  (21-20.91)  0.0002

*El grupo control esta en Equilibrio de Hardy-Weinberg (prueba de chi-cuadrada = 0.055; p = 0.8139; **La
informatividad del polimorfismo I/D como marcador fue de 0.9: un valor mayor a 0.7 es considerado como altamente
informativo mientras que un valor de 0.44 es considerado como moderadamente informativo.
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Grafica 3.
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15.DISCUSION

En los dltimos afos se ha observado asociacion entre HPPRN y recién nacido pretermino
tardio ), tal como observamos en nuestra poblacién de estudio: grupo con HPPRN el
promedio de edad gestacional fue de 35.6 + 2.81 semanas y en el grupo control, la edad
gestacional de 38.1 +1.9 semanas. Asi mismo a nivel internacional en los ultimos 8 afios
se ha reportado el sindrome de distres respiratorio como la principal patologia de base
asociada a la HHPRN, desplazando al sindrome de aspiracion de meconio ® en nuestro
estudio coincidimos con estos datos, ya que el 19%(4/21) de nuestro grupo de estudio

(HPPRN) presenté SDR, empatando con neumonia también en un 19% (4/21).

Quizéas explicado por la n del presente trabajo no encontramos asociaciones entre ingesta

de medicamentos maternos y o patologia materna con HPPRN (cuadro 2)

Como parte de la transicion fisiologica normal al nacimiento, la resistencia vascular
pulmonar disminuye a través de vias complejas que permiten que el flujo sanguineo
pulmonar aumente aproximadamente 10 veces. Los procesos fisicos y bioguimicos que
contribuyen a esta transicion pulmonar normal del recién nacido incluyen distension
mecénica pulmonar y aumento de PO2 que estimulan a la enzima o6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS)®”. Esta enzima convierte a la L-arginina a L - citrulina con la liberacion
de oOxido nitrico (NO), que a su vez activa la guanilato ciclasa soluble en las células

musculares lisas vasculares que genera cGMP necesario para la vasodilatacién ©°.

Los avances en la epidemiologia molecular y la genética han aumentado nuestro
conocimiento de los mecanismos sobre HPPRN y la relacién entre la exposicion a
agentes toxico, la dieta y las variaciones genéticas individuales en la susceptibilidad. Se
ha propuesto que la reduccion endotelial de la via L-arginina dependiente de NO podrian
incrementar la resistencia periférica. Las altas concentraciones de NO y sus metabolitos
contribuyen como promotores de la transcripcion de genes y la activacion de la proteina
que se une a blancos especificos que pueden afectar la adecuada funcion celular. Sin

embargo, el mecanismo exacto de estas contribuciones es desconocido (66),
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El propésito del presente estudio fue demostrar la asociacion de los polimorfismos T786C
e I/D del gen eNOS en pacientes con HPPRN y un grupo control, asi encontramos que el
polimorfismo T786C localizado en la region promotora del gen eNOS ha sido uno de los
mas estudiados en el desarrollo a la susceptibilidad de HPPRN. Se ha observado que
este polimorfismo esta asociado con la deficiencia de la enzima eNOS y del RNAm. Tanto
en estudios clinicos como experimentales se sugiere que alteraciones en el metabolismo

del NO pueden contribuir al desarrollo de la hipertensién pulmonar ©”:

Asi mismo, se ha reportado la asociacion del genotipo C/C con hipertension pulmonar.
Segun nuestro conocimiento, el presente es el primer estudio en la literatura en donde se
demuestra la asociacion del polimorfismo T786C con HPPRN. La frecuencia del alelo C
observada en el grupo de pacientes con HHPRN se comporté como un factor de riesgo
(67)

. Especulamos que el alelo C pudiese estar asociado con vasoreactividad pulmonar,

tanto en portadores CT como CC.

Con respecto al polimorfismo VNTR repeticion de 27 pb (I/D; 4a /b) del gen eNOS ha sido
asociado con el riesgo de otras patologias vasculares. Se ha observado que el genotipo

D/D esta asociado con una actividad enzimatica reducida ©©.

En el presente estudio, la frecuencia del alelo dilacién (D) fue del 5% en los controles y
26% en pacientes con HPPRN, con lo cual se comporto como un factor de riesgo para el
desarrollo de la HPPRN. Este resultado probablemente sugiera que este polimorfismo
contribuye a la homeostasis vascular, que podria regular varios procesos fisiologicos
endoteliales. La disfuncién de estos procesos puede resultar en actividad promitogenica

celular, hiperreactividad vascular y remodelacién vascular ©4%9),

Después de una
basqueda exhaustiva no encontramos informacion en la literatura acerca de la asociacion
del polimorfismo I/D con el riesgo de desarrollar HPPRN; sin embargo existen estudios
que demuestran que la alterada biodisponibilidad del oxido nitrico es un factor de riesgo

alto para desarrollar la patologia.
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16.CONCLUSIONES:

1.- Se identificaron polimorfismos caracteristicos de la Hipertension Pulmonar Persistente
del Recién Nacido (HPPRN).

2.- Los polimorfismos identificados en el gen eNOS, explican en parte la vasoreactividad

caracteristica de esta grave patologia.

3.- Existe asociacion entre la presencia de la mutacion identificada y la estimacion de la

presion sistdlica de la pulmonar elevada ecocardiograficamente.

4. El profundo conocimiento de la fisiopatologia de la HPPRN, impactara en el desarrollo

de terapias especificas.

5.- Resulta deseable establecer correlacién directa entre pacientes con HPPRN no

respondedores a O0xido nitrico inhalado y la presencia del polimorfismo.

6.- Segun nuestro conocimiento no existen trabajos previos que exploren polimorfismos

caracteristicos en los pacientes con HPPRN.
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18. ANEXOS

18.1 CONSENTIMIENTO INFORMADO (anexol)

i

D)
IMSS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DELEGACION ESTATAL EN JALISCO
HOSPITAL DE PEDIATRIA, UMAE C.M.N.O.
DEPARTAMENTO DE NEONATOLOGIA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

De acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki y con La Ley
General de Salud, Titulo Segundo. De los Aspectos Eticos de la Investigacién en
Seres Humanos CAPITULO | Disposiciones Comunes. Articulo 13 y 14: En toda
investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio, deberan prevalecer el
criterio del respeto a su dignidad y la proteccién de sus derechos y bienestar.
Debido a que esta investigacién se consideré como riesgo minimo, de acuerdo al
articulo 17 y en cumplimiento con los siguientes aspectos mencionados con el
Articulo 21:

Su hijo (a) tiene una grave enfermedad pulmonar llamada Hipertension Pulmonar
Persistente del Recién Nacido, por lo cual requiere de una maquina o respirador
gue haga las veces de los pulmones y oxigene su sangre para llevarla a todos sus
organos y recoja el biéxido de carbono el cual en exceso es dafino para el
organismo, la causa de dicha enfermedad no es conocida del todo, existe la
posibilidad que se asocie de alteraciones en los cromosomas

Procedimientos: Si decide aceptar que su hijo recién nacido participe en esta
investigacion, se tomara una muestra sanguinea del catéter umbilical de un
volumen de 1.5 cc.

Por lo anterior y como padre, madre o responsable legal del recién nacido declaro

lo siguiente:

e Se me ha asegurado que puedo preguntar hasta mi complacencia todo lo
relacionado con el estudio y mi participacion.

e Se me aclar6 que puedo decidir no participar, sin que ello afecte la atencion de
parte del médico o del hospital a mi bebé. La decision de que mi hijo participe
en el estudio es voluntaria y puedo retirarlo de este estudio en cualquier
momento que desee.
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e Autorizo la publicacién de los resultados de mi estudio a condicion de que en
todo momento se mantendré el secreto profesional y que no se publicara mi
nombre o revelara la identidad de mi hijo.

e Se me ha aclarado que los estudios necesarios para analizar la muestra
tomada no tendran ningun costo para mi ni para mi hijo recién nacido.

Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez que
se me aclararon todas las dudas que surgieron con respecto a mi participacion en
el proyecto, acepto que mi hijo participe en el estudio intitulado:

Identificacidén de polimorfismos en la HPPRN

DATOS Y FIRMA DEL PADRE O RESPONSABLE LEGAL

Nombre: Firma o Huella Digital

Direccion

DATOS Y FIRMA DEL TESTIGO 1

Nombre: Firma o Huella Digital

Direccion Relacion que guarda con el paciente

DATOS Y FIRMA DEL TESTIGO 2

Nombre: Firma o Huella Digital

Direccion Relacion que guarda con el paciente

Este documento se extiende por duplicado y un ejemplar queda en poder del
sujeto de investigacion o de su tutor y el otro en poder del investigador.
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Responsable del Proyecto
Lemus Varela Ma. de Lourdes
Pediatra Neonatéloga
Doctora en Ciencias
Tel. 3668-3000 ext. 31730, Hospital de Pediatria UMAE
Tel. Cel. 0443334408054

65


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

18.2 FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS (anexo 2)

No.Afliacion | | | | [ |

Fecha ingreso a Neonatologia |

Edad Postnatal |

Género 1 | F| 2| M

Madre anos G
Patologia materna:

Peso en gramos: EI:l:I:I
P A

Edad Gest. :I:I

Semanas

Apgar: | |
C

Antecedentes:
1.- Corticoesteroides maternos
2.- Enf. Hipertensiva aguda del embarazo
3.- AINES prenatales
4.- IRSS prenatales
5.- Via de nacimiento
6.- Tabaquismo materno
Diagnésticos de ingreso: 1.-

N
1

w
'

e

Ecocardiograma:

PSP estimada
Datos indirectos:
Fecha toma de muestra:

Edad a la toma de muestra:

indice de oxigenacion:

Desenlace: De
Defuncion, diagndsticos finales:
Observaciones:

mmHg
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