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Deteccion de estrés nitrosante en nifios con hipertension pulmonar
secundaria a comunicacion interventricular
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Antecedentes: la hipertensién pulmonar en nifios, secundaria
a comunicacion interventricular, produce alteraciones generales
en el organismo caracterizadas por reactividad importante en el
sistema vascular cardio-pulmonar. En modelos experimentales se
ha comprobado que existe estrés nitrosante que acompana a la
hipertensién pulmonar.

Objetivo: detectar la concentraciéon de malondialdehido en pacien-
tes pediatricos con hipertensién pulmonar.

Material y método: estudio descriptivo, prospectivo, longitudinal
y comparativo efectuado en nifios de 0 a 5 afios de edad con
diagnostico clinico de hipertension pulmonar secundaria a co-
municacion interventricular. A todos los sujetos de estudio se les
tomd una muestra de sangre para aislar el plasma y determinar,
mediante métodos espectrofotométricos con equipos comerciales,
la concentracién de malondialdehido, nitratos totales (NOx) y el
estatus antioxidante total (EAT). Como grupo control se tomaron
muestras de sangre de nifios sin afectacion cardiovascular, parea-
dos en edad al grupo en estudio.

Resultados: la concentracion de malondialdehido en los nifios
con hipertension pulmonar tuvo un incremento estadisticamente
significativo de 2.55 veces respecto del grupo control (p < 0.05), al
igual que el estatus antioxidante total que se increment6 14%. La
concentracion de nitratos totales fue 1.42 veces menor en pacientes
con hipertensién pulmonar en comparacion con el grupo control.
Conclusiones: nuestros resultados muestran que los nifios con
hipertensién pulmonar tienen alteraciones en el equil brio nitrosa-
tivo, indicativos de estrés nitrosativo secundario a su enfermedad
de base que puede alterar el resto del organismo, sobre todo el
sistema circulatorio.
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Background: Pulmonary hypertension (PH) in children secondary
to ventricular septal defect is a condition that causes changes in the
organism, characterized by hyperactivity in the cardiopulmonary
system. In experimental models it was found that there is nitrosa-
tive stress accompanying the PH. The aim of this study is to detect
this type of metabolic conditions in children with this disease.
Material and Methods: A sample of blood from children (0-5
years old) with the diagnosis of PH secondary to septal defect was
used. With use of spectrophotometric methods, we determine the
concentration of malondialdehyde (MDA), total nitrates (NOx) and
total antioxidant status (TAS). As a control group, children without
cardiovascular disease were sampled age-matched to the group
under study.

Results: The concentration of MDA in children with PH presents a
statistically significant increase, 2.55 times compared to the control
group (p <0.05), as did the TAS with increase of 14%. Moreover, the
NOx concentration is 1.42 times lower in patients with PH compared
to control group.

Conclusions: We conclude that children with HP present alterations
in nitrosative balance, indicative of nitrosative stress secondary to
the underlying pathology that can alter the rest of the organism,
especially the circulatory system.
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a hipertension pulmonar es una enfermedad que se
caracteriza por la elevacion de la presion arterial
pulmonar media (PAPm) por encima de 25 mmHg
durante el reposo o elevacion por encima de 30 mmHg
durante el ejercicio; el valor normal es de 15 mmHg en
reposo.l? Existen varios tipos generales de hipertensién
pulmonar: aislada o asociada con enfermedad subyacente.
La causa de la hipertension pulmonar se basa en la
clasificacion mas reciente de la Organizaciéon Mundial
de la Salud que incluye cinco categorias: 1) hipertension
pulmonar arterial (asociada), 2) hipertensién pulmonar
asociada con enfermedad cardiaca izquierda, 3) hiper-
tensién pulmonar asociada con enfermedad pulmonar
0 hipoxemia, 4) hipertension pulmonar asociada con
enfermedad tromboembdlica cronica y 5) hipertension
pulmonar relacionada con otras alteraciones en donde
se incluye a la hipertension pulmonar asociada idiopa-
tica, familiar, asociada con enfermedad de la colagena,
cortos sistémico-pulmonares congénitos, hipertension
portal, VIH, drogas-toxinas y otras condiciones, como:
telangiectasia hemorragica hereditaria (sindrome Osler-
Weber-Rendu) y hemoglobinopatias.t®
La caracteristica fisiopatologica de la hipertension
pulmonar es la aparicion e incremento de la resistencia
vascular pulmonar que, a su vez, conduce a mayor post-
carga del ventriculo derecho, con evolucion a insuficiencia
cardiaca derecha y muerte sin tratamiento.'®
Los sintomas mas frecuentes son: disnea de esfuerzo,
angina, sincope o presincope, astenia y fendmeno de
Raynaud. Los signos mas frecuentes son: segundo ruido
reforzado en foco pulmonar, galope ventricular derecho
por cuarto tono, frémito palpable en borde esternal iz-
quierdo (hipertrofia ventricular derecha), pulso venoso
con onda “v”, presion venosa yugular elevada, soplo de
Graham-Steell, signos de insuficiencia cardiaca derecha
y galope ventricular derecho por tercer tono.*®
Las cardiopatias congénitas en nifios son las principales
causas de hipertension pulmonar y comunicacién interven-
tricular, la mas frecuentemente reportada en todo el mundo’
por lo que puede representar un alto gasto de recursos. Las
personas afectadas con este tipo de enfermedades requieren
cuidados a lo largo de su vida y atin cuando su afeccion car-
diaca puede tratarse quirdrgicamente, su condicién general
puede verse alterada en forma permanente.”®
En relacién con lo anterior, los estudios realizados en
modelos experimentales con animales han demostrado que

la hipertension pulmonar puede provocar un efecto a largo
plazo que altera la circulacidn general y no se revierte a pesar
de eliminar la causa que la origind.%1° La produccion de radi-
cales libres, principalmente el dxido nitrico y los derivados
del oxigeno, puede tener un papel fundamental en el dafio
general pero, principalmente vascular en la arteria porque
las células epiteliales de los vasos sanguineos producen, de
manera regular, éxido nitrico, que es un regulador metabélico
y fisiologico con un papel fundamental en el mantenimiento
del tono arterial general y local.**3

El endotelio de las arterias constantemente produce
oxido nitrico, elemento que tiene un papel fundamental
en la regulacion del tono vascular por lo que cualquier
alteracion en su produccién puede tener consecuencias
en la circulacidn general y local porque la contraccion o
relajacion del masculo liso del endotelio es altamente sen-
sible a las concentraciones de 6xido nitrico.!**® Estudios
efectuados en modelos in vitro sefialan que la produccion
de Oxido nitrico induce en forma directa o indirecta la
formacion de radicales libres derivados del oxigeno, los
gue al interactuar con las macromoléculas de las células
alteran su estructura y funcién.’*%* Ademas, si en deter-
minado momento existe un desequilibrio entre la cantidad
de radicales libres derivados del oxigeno o del nitrégeno
(como es el caso del dxido nitrico) y la cantidad de an-
tioxidantes en el organismo, se produce estrés oxidativo
0 nitrosativo, o ambos, que puede alterar provisional o
permanentemente la estructura y la funcidn de la célula'y
el organismo en general 116

En el laboratorio puede determinarse el estrés oxidativo
y nitrosativo mediante la determinacion de metabolitos
que se relacionan directamente con el tipo de radicales
que afectan a las macromoléculas. También puede deter-
minarse el estatus antioxidante total, que es una medida
de la concentracion de oxidantes-antioxidantes que existen
en un momento dado en la célula o el organismo.#6 Asi,
la determinacion de la concentracidn de nitratos totales
es una medida de la concentracion de 6xido nitrico y la
determinacion de malondialdehido es un pardmetro acep-
tado de dafio por radicales libres derivados del oxigeno
y, por tanto, del estrés oxidativo. La determinacion del
estatus antioxidante total es un reflejo general del equili-
brio existente entre los sistemas oxidantes-antioxidantes
del organismo.'-18

Experimentos realizados con animales de laboratorio
han demostrado que existe estrés metabdlico caracterizado



por la alteracién en el equilibrio de los radicales libres
que puede ser un componente importante en el proceso
fisiopatoldgico de dafio general al organismo. Este tipo de
estudios también indica que el grado de dafio por estrés
metabdlico depende del tiempo y grado de hipertension.
Por esto se propuso que la determinacion de los meta-
bolitos derivados del dafio provocado por las especies
reactivas derivadas del oxigeno o el nitrégeno pueden ser
indicadores del dafio y servir como factores pronésticos
en este tipo de afecciones. Por todo lo anterior, el objetivo
de este trabajo es determinar la concentracién de nitratos
totales, malondialdehido y el estatus antioxidante total
en nifios con hipertension arterial pulmonar secundaria a
comunicacion interventricular, en un intento por entender
los procesos fisiopatologicos de dafio provocado por las
alteraciones entre los elementos antioxidantes y los oxi-
dantes del organismo.

Estudio descriptivo, prospectivo, longitudinal y compa-
rativo efectuado en nifios de uno y otro sexo de meses
de nacimiento a cinco afios de edad atendidos en el
servicio de Cardiologia de nuestra institucion, referidos
debido al diagnostico de comunicacion interventricular
con hipertension pulmonar arterial. A cada paciente, bajo
consentimiento informado y permiso de sus padres, se le
realizd historia clinica, estudios rutinarios de laboratorio
y gabinete y ecoardiografia Doppler para evaluar su con-
dicién cardio-pulmonar. Como grupo control se tomaron
muestras de sangre de nifios aparentemente sanos, o por
lo menos sin algin problema cardio-pulmonar, pareados
en edad y sexo con el grupo con hipertensién pulmonar.

Las muestras se tomaron por venopuncién en ayuno
de 12 horas; se recolectaron en tubos con anticoagulante
(heparina 6 EDTA) y centrifugadas a 1500 rpm durante
15 minutos para obtener el plasma que se coloco6 en viales
y congeld a -70 °C hasta su posterior uso.®

Determinacién de la concentracion de nitratos totales

Como reflejo de la concentracion de o6xido nitrico en
plasma, se determind la concentracion de nitratos tota-
les (NOX) en muestras de plasma usando un equipo de
reactivos comerciales (Cayman Chemical, Ann Arbor,
USA) basado en el procedimiento propuesto por Cortas y
Wakid?® usando cadmio activado para derivar los nitritos

del plasma. Brevemente se prosiguié como sigue: se filtro
un volumen de plasma a través de un filtro de 0.22 um
(Millex-GV, PVDF-durapore, Millipore Co, Bedford MA,
USA). Elfiltrado se desproteinizo6 agregando cuatro volu-
menes de solucidn de sulfato de cinc (75 mM) e hidroxido
de sodio (55 mM) agitando brevemente y centrifugando a
5000 rpm durante 10 minutos para recuperar el sobrena-
dante. Un volumen de éste se us6 para su derivacién con
granulos activados de cadmio, siguiendo el procedimiento
de Cortas y Wakid.?? Enseguida de obtener el derivado de
nitratos se tomé un volumen y se mezclé con 2.5 volime-
nes de agua bidestilada, un volumen de sulfanilamida (3%
p/v en HCI1 0.4N) y de N-naptiletilendiamina (0.1% p/v
en agua bidestilada). La mezcla se agité brevemente y se
dej6 incubar 30 minutos y luego se leyd a 540 nm en un
espectrofotdmetro (Jenway 6300, Cielovista, Cal. USA).
La concentracion de nitratos totales se reportd en nmol/L
de acuerdo con una curva patron hecha con concentracio-
nes variables de KNO,.**%°

Determinacion de malondialdehido

La concentracion de malondialdehido como un indice de
lipoperoxidacion en las muestras de plasmas de ambos
grupos en estudio se midi6 con un equipo de reactivos co-
merciales (MyBiosource, Cal, USA) basado en el método
descrito por Ohkawa.? Se procedi6 de la siguiente manera:
en un tubo de ensayo se colocaron 200 mL de suero junto
con 1.5 mL de &cido acético (20%) y 1.5 mL de acido
tiobarbitdrico (0.8% en agua). Se mezclé hasta conseguir
lahomogeneidad y se coloc6 en agua a ebullicién durante
60 minutos; al término se agregd 1 mL de agua bidestilada
y 5 mL de butanol-piridina (15:1 v/v) y se agit6 vigoro-
samente. La muestra se centrifugd durante 10 minutos a
2500 rpm. El sobrenadante se recuper6 y leyé a 545 nm
en un espectrofotometro (Jenway 6300, Cielovista Cal.
USA). La concentracion de malondialdehido se calculé a
partir del coeficiente de extincion (1.54 x 105 M-1 cm-1)
y la concentracion se expresoé en nmol/mg proteina total.

Determinacion del estatus antioxidante total

El estatus antioxiante total se determin6 en muestras de
plasma (20 uL) con un equipo de reactivos de Calbiochem
(Calbiochem; Cat. No. 615700) basado en la capacidad de
la muestra de inhibir la oxidacion del ABTS (2,2 -azido-
di-(3-etilbenceno- sulfonato de tiazolidina); se ley6 a 600
nm en un espectrofotémetro (Jaenway 6300, Cielovista



Cal. USA) y el resultado se expresé en concentracion
mili molar.

Determinacién de la concentracion de proteina

En todos los casos la concentracion de proteina se deter-
mind con el método descrito por Lowry?? con albimina
de suero bovino como estandar.

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron en una hoja de calculo de
Excel (Microsoft Corporation, USA) y el programa es-
tadistico GraphPad Prism V-4.00 (GraphPad Software,
San Diego, Cal., USA). Los resultados cualitativos se
analizaron con tablas de contingencia y prueba de Yates.
Los datos cuantitativos se analizaron con t de Student
no pareada y asociacion entre variables por medio del
coeficiente de Spearman. Para todos los casos se tomd en
cuenta una p< 0.05 como estadisticamente significativa.

El Cuadro 1 muestra las caracteristicas generales de los
nifios con hipertensién pulmonar y del grupo control. Los
nifios con hipertensidn pulmonar tienen alteraciones vas-
culares compatibles con hipertension pulmonar, secundaria
a comunicacion interventricular, que es su enfermedad de
base. Como se muestra en el Cuadro 1, los sintomas y sig-
nos de predomino cardio-pulmonar coexisten en diversas
proporciones entre los nifios con el padecimiento de base
y que resultaron con hipertension pulmonar.

La Figura 1 muestra las concentraciones de nitratos
totales en ambos grupos de estudio. La determinacion de
nitratos totales es un indicador directo de la produccién
de dxido nitrico en el organismo; por esto, como se mues-
tra en la Figura 1, los nifios con hipertension pulmonar
tienen menor concentracion plasmatica de nitratos totales
estadisticamente significativa de 31.57%, en comparacion
con el grupo control (376.5 £ 39.19 nmol/L vs 257.62 +
22.48 nmol/L; p<0.05, respectivamente). Esto se interpre-
ta como menor produccion de éxido nitrico en los nifios
con esta afeccion.

En la Figura 2 se muestra el promedio de las concen-
traciones de malondialdehido en el grupo control y en el
de hipertensién pulmonar. La determinacion de la concen-
tracion de este metabolito se considera un buen indice de
dafio a los lipidos poliinsaturados por accion directa de

Cuadro 1. Caracteristicas generales de los nifios del grupo control
y los que padecian hipertension pulmonar. Los datos se presentan
como promedios + DE (rango) para cada grupo, 0 como porcentajes,
segun corresponda

Variable Control H. P.
(n=20) (n=23)
Género (F/M) 12/8 16/7

Edad (afios) 3.24+1.02(0.4-5) 2.4+151(0.7-6)

Peso (kg) 16.32 £ 7.9 (4.5-28) 8.32 + 4.21 (4.4-26)
Caracteristicas clinicas
Disnea (%) --- 80
Fatiga (%) - 72
Cianosis con ejercicio -—- 30
(%)
Sincope (%) - 7
Hepatomegalia (%) - 11
Parametros
hemodinamicos
PPM (mmHg) < 25* 59.6 £ 18.2
indice cardiaco 25a3.5* 31+£13
(L/min/m2)
IRVP (Unidades 1.1a1.6* 76143
Wood m?)

* Valor normal tomado como referencia de la bibliografia.
PPM: presién pulmonar media: IRVP: indice de resistencia vascular
pulmonar.

los radicales libres derivados del oxigeno. Este dafio es
mayor en los pacientes con hipertensién pulmonar porque
tienen un incremento incluso de 2.39 veces con respecto
al grupo control (0.59 £ 0.11 nmol/mg prot vs 1.41 + 0.27
nmol/mg prot; p< 0.05, respectivamente), lo que indica un
gran dafio al organismo.

Ademas, la Figura 3 muestra la determinaciéon del esta-
tus antioxidante total realizada en las muestras del grupo
control y de los pacientes con hipertension pulmonar. En
este caso se observa que existe un incremento en el estatus
antioxidante total de 15.03% en el grupo con hipertension
pulmonar en relacién con el grupo control (2.074 + 0.062
mM vs 1.803 £ 0.051; p< 0.05, respectivamente).

Puesto que el estatus antioxidante total muestra la con-
dicion del equilibrio oxidativo dependiendo del equilibrio
entre los oxidantes y antioxidantes que se producen en el
organismo en un momento determinado, se ha recurrido a
la asociacion o relacidon de este estatus total con la concen-
traciéon de metabolitos que potencialmente son oxidantes
0 dafiinos para el organismo. Asi, la Figura 4 muestra la
correlacion entre el estatus antioxidante total y las con-
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Figura 1. Concentracion de nitratos totales (NOXx) en el plasma de
nifos con hipertension arterial pulmonar y los del grupo control.
Cada grupo se representa por graficas de cajas con limites superior

e inferior en los extremos. Cada grupo representa el resultado de
20-23 datos individuales. * p< 0.05.
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Figura 2. Concentracion de malondialdehido determinada en

muestras de plasma de nifios con hipertensién pulmonar y en el

grupo control. Cada grupo se representa por graficas de cajas con

limites superior e inferior en los extremos. Cada grupo representa
el resultado de 20-23 datos individuales. *p< 0.05

centraciones de nitratos totales y malondialdehido en los
nifios del grupo control y en los que padecen hipertension
pulmonar. Los nifios del grupo control muestran una aso-
ciacion positiva entre el estatus antioxidante total y las
concentraciones de malondialdehido y de nitratos totales
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Figura 3. Estatus antioxidante total determinado en muestras de
plasma de nifios con hipertensién pulmonar y en el grupo control.
Cada grupo se representa por graficas de cajas con limites superior
e inferior en los extremos. Cada grupo representa el resultado de
20-23 datos individuales (*p< 0.05).

(r=0.31y r=0.32; para ambos p< 0.05, respectivamente)
(Figura 4 A'y B, respectivamente). Por el contrario, los
nifios con hipertension pulmonar tienen una asociacion
negativa (r=-0.59; p< 0.05) entre el estatus antioxidante
total y la concentracion de nitratos totales y una correlacion
positiva (r= 0.47; p< 0.05) entre el estatus antioxidante
total y la concentracién de malondialdehido (Figura 4, C
y D; respectivamente).

Nuestros resultados muestran que existe una alteracion
importante en el equilibrio oxidativo en los nifios con
hipertension arterial pulmonar secundaria a comunicacion
interventricular. Esta alteracion en el equilibrio se debe,
principalmente, a un exceso en la concentracion de malon-
dialdehido y a la marcada disminucion en la concentracion
de nitratos totales y a que, ambos, estan en asociacion
directa con el estatus antioxidante total.

La determinacidn de la concentracion de nitratos
totales es una medida de la existencia de 6xido nitrico,
que es producido por las células endoteliales del sistema
vascular arterial y que tiene un conocido efecto vasodi-
latador, ademas de otras funciones metabolicas por ser
también reconocido como una molécula de sefializacion
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Figura 4. Graficas que representan la asociacion entre el estatus antioxidante total y la concentracion de nitratos totales y de malondial-
dehido en el grupo control (Ay B) y los que padecieron hipertensién pulmonar (C y D).

intracelular.**® Su concentracion en el organismo debe
ser regulada en forma muy precisa para evitar alteracio-
nes metabolicas y fisioldgicas generales que induzcan
un cambio importante del tono vascular que origine un
proceso de hipertensién o de hipotension generalizada
por falta o exceso (respectivamente) de 6xido nitrico. En
modelos experimentales se ha descrito que situaciones
en las que se produce un exceso en la produccion de
oxido nitrico originan vasodilatacion mientras que la
disminucidn en la produccién de este metabolito da lugar
a vasoconstriccion; ambas situaciones se asocian con
procesos de hipoxia-reperfusion que, en general, afectan
a IOS tejidOS. 11,12,14,23-26

La hipoxia-reperfusion en los tejidos origina diversas
clases de alteraciones metabdlicas, principalmente las
relacionadas con la produccion de radicales libres deri-
vados del oxigeno y del nitrégeno (principalmente 6xido
nitrico).1-1423-26 De esta forma, en modelos experimentales
se ha descrito que las afecciones cardiacas o pulmonares
que originan hipoxia-reperfusion continua, alteran el
equilibrio oxidativo y de las concentraciones de los prin-
cipales metabolitos indicadores de dafio oxidativo, como
el malondialdehido y los nitratos totales. ¢2% En este tipo
de modelos se ha descrito que durante la fase de hipoxia
tisular se incrementa de manera importante la produccién
de nitratos totales (y, por tanto, de nitrégeno) y en la fase



de reperfusion existe un incremento significativo de ma-
londialdehido (es decir, de radicales libres derivados del
oxigeno) lo que indica dafio oxidativo al organismo.?-2

Contrario a lo descrito en modelos animales, nuestros
resultados muestran que los nifios con cardiopatia que
origina hipertension arterial pulmonar tienen importante
disminucién de la concentracion de nitratos totales, que
se interpreta como disminucién en la concentracion de
oxido nitrico. Pensamos que este hecho puede originarlo
la disminucion importante en la expresion vascular de la
enzima Oxido nitrico sintetasa (principal enzima encargada
de la sintesis del ¢xido nitrico) causada por la enfermedad
cardio-pulmonar de base que padece este tipo de pacientes.
Lo anterior estd apoyado por la observacién de que los
procesos patoldgicos agudos o crénicos fatales pueden
disminuir la expresidn de esta enzima con el consiguiente
decremento en la produccion de 6xido nitrico y, con ello,
aumentar el tono vascular general o local. -0

Esté reportado que cuando el equilibrio nitrosativo
(produccion de oxido nitrico) se altera, se produce un
exceso en la produccién de radicales libres derivados del
oxigeno, que puede incrementar el dafio general al orga-
nismO.“’13’14'16'18'26'27

Con base en lo anterior puede formularse la hipétesis
de que el defecto en la comunicacién interventricular
origina, como proceso secundario, hipertensién arterial
pulmonar permanente que no puede ser compensada por
los sistemas antioxidantes del organismo puesto que existe
una correlacidn inversa entre el estatus antioxidante total y
las concentraciones de malondialdehido y nitratos totales;
el primer metabolito es un indicador importante de dafio
general al organismo por la existencia de radicales libres
derivados del oxigeno. Los nitratos totales se consideran
un indicador de la produccién de éxido nitrico y, de acuer-
do con nuestros resultados, ese metabolito se encuentra
muy disminuido en este tipo de pacientes. Puesto que la
disminucion en la produccion de 6xido nitrico incrementa
la tension arterial general, pensamos que en este tipo de
pacientes, en donde existe un defecto cardiaco anatémico
permanente que origina un dafio oxidativo (evidenciado
por el incremento en la concentracion de malondialdehi-
do), y un dafio nitrosativo (evidenciado por la disminucion
en la concentracion de nitratos totales), lo que genera un
desequilibrio general en el estatus antioxidante total del
organismo. Por lo anterior se sefiala que los nifios con este
tipo de afeccién tienen como acompafiante importante

estrés nitrosativo-oxidativo que puede condicionar una
parte importante del dafio metabélico a los tejidos.

En los nifios con hipertension pulmonar secundaria a
comunicacion interventricular se observa una alteracion
importante en el equilibrio oxidativo originado por incre-
mento en la concentracién plasmatica de malondialdehido,
junto con disminucién en la concentracién del 6xido nitri-
co, que puede ser un reflejo de la “falla” en la produccion
de este metabolito, lo que puede ser parte del problema
fisiopatologico de la hipertension arterial pulmonar.

Esta alteracion en las concentraciones de ambos me-
tabolitos refleja la existencia de estrés metabolico como
alteraciones en el estatus antioxidante total. Por esto deben
efectuarse mas estudios para elucidar el papel de esta con-
dicion en la salud de este tipo de pacientes y evitar mayor
dafio a su organismo que deteriore su calidad de vida.
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