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RESUMEN

Introduccion: La hipertension pulmonar en nifios, secundaria a comunicacion
interventricular y/o persistencia del conducto arterioso es una situacion que
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 acompafia a la HP por lo que el
objetivo del presente trabajo es detectar la presencia de éste tipo de condiciones
metabdlicas en nifios que presentan esta patologia. Material y Métodos: A nifios
(0 a 5 afios) que tienen diagndstico clinico de HP secundario a comunicacion
interventricular, se les tomd una muestra de sangre para aislar el plasma en donde
se determind por métodos espectrofotométricos usando kits comerciales, la
concentracion de malondialdehido (MDA), nitratos totales (NOx) y el estatus
antioxidante total (EAT). Como grupo control, se tomaron muestras de sangre en
nifos sin patologia cardio-vascular, pareados en edad al grupo en estudio.
Resultados: La concentracion de MDA en los nifios con HP presenta un
incremento estadisticamente significativo de 2.55 veces respecto al grupo control
(p < 0.05), al igual que el EAT que presenta un incremento del 14%. Por otro lado,
la concentracion de NOx es 1.42 veces menor en los pacientes con HP en
comparacion con el grupo control. Conclusiones: Nuestros resultados muestran
gue los nifios con HP presentan alteraciones en su balance nitrosativo, indicativos
de la presencia de un estrés nitrosativo secundario a su patologia de base que
puede alterar el resto del organismo, principalmente al sistema circulatorio.
Palabras clave: malondialdehido, hipertension pulmonar (HP), nitratos totales
(NOX).
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ABSTRACT: Pulmonary hypertension in childrensecondary toventricular septal
defectis a condition thatcauses changesin the organism, characterized
byhyperactivityin thecardiopulmonary system. In experimental modelsit was found
thattherenitrosative stressaccompanying thePH. Theaim of this studyis to
detectthistype ofmetabolic conditionsin children withthis disease. Materialand
Methods: One took a sampleof bloodin children(0-5years)with a diagnosis
ofPHsecondary toseptalspectrophotometric methodsto determinethe concentration
ofmalondialdehyde(MDA), totalnitrate(NOx) andantioxidantstatustotal (EAT). As a
control group, childrenwere sampledwithoutcardiovasculardisease, age-matchedto
the groupunder study. Results:The concentration ofMDAIn children
withPHpresentsstatistically significant increase, 2.55times comparedto the control
group(p <0.05), as did theEATwithincrease of 14%. Moreover,the NOXx
concentrationis  1.42timeslower in  patients withPHcompared tocontrol
group.Conclusions:We concludethat children withHP manifest
alterationsinnitrosativebalance, indicativeof nitrosative stresssecondary tothe
underlying pathologythatcan alter therest of the organism, especiallythe circulatory
system



PALABRAS CLAVE:

EAT: Estatus antioxidante total.

MDA: Malondialdehido.

NOX: Nitratos totales (determ. Oxido nitrico)
SOD: superoxido dismutasa.

Glt-px: Glutation peroxidasa.

S-nitroso-Hb: S-nitroso-hemoglobina.
CIV: Comunicacion interventricular.
PCA: Persistencia de conducto arterioso.
HP: hipertension pulmonar.

HP-s: hipertension pulmonar secundaria.



4
MARCO TEORICO

La etiologia de la hipertension pulmonar basada en la clasificacion mas reciente
de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) incluye 5 categorias: 1)
hipertension arterial pulmonar (PAH), 2) PH asociada con enfermedad cardiaca
izquierda, 3) PH asociada con enfermedad pulmonar y/o hipoxemia, 4) PH
asociada con enfermedad tromboembdlica crénica y 5) PH asociada con otros
desordenes, incluidos PAH idiopatica, PAH familiar, PAH asociada con
enfermedad de la colagena vascular, cortos sistémico-pulmonares congénitos,
hipertension portal, HIV, drogas/toxinas y otras condiciones tales como
telangiectasia hemorrdgica hereditaria (Sindrome Osler-Weber-Rendu) vy
hemoglobinopatias @-5).

La caracteristica de la PH es el desarrollo del incremento de la resistencia
vascular pulmonar que conduce a incremento de la postcarga del ventriculo
derecho, progresion a falla cardiaca derecha y muerte sin tratamiento.

Los sintomas mas frecuentes son disnea de esfuerzo, angina, sincope o
presincope, astenia, fendbmeno de Raynaud. Los signos mas frecuentes: segundo
ruido reforzado en foco pulmonar, galope ventricular derecho por cuarto tono,
frémito palpable en borde esternal izquierdo (hipertrofia ventricular derecha), Pulso
venoso con onda "a", Pulso venoso con onda "v", Presion venosa yugular elevada,
Soplo de Graham-Steell, Signos de insuficiencia cardiaca derecha, Galope
ventricular derecho por tercer tono (z-10).

Diagnostico y valoracion: El objetivo de las pruebas diagnosticas en
lospacientes con sospecha de HP es excluir causassecundarias y valorar la
gravedad de la HP. Determinaciones analiticas: pruebas funcionales hepéticas,
serologia de VIH y serologias para excluir enfermedades del tejido conectivo.
Radiografia de térax: aparecen unas arterias pulmonares centrales prominentes
con disminucién de la vascularizacion periférica junto con crecimiento de auricula
y ventriculo derechos. En el 6% de los casos la radiografia de torax es normal.
Ecocardiografia: descarta enfermedades congénitas, valvulares y miocardicas, y
puede proporcionar una estimacién de la presion sistélica pulmonar util para
valorar de forma no invasiva la respuesta al tratamiento (s-20).

Pruebas funcionales respiratorias: descartan trastornos significativos del
parénquima pulmonar o de las vias respiratorias. En la mayoria de los casos la
gasometria arterial presenta una hipoxemia con hipocapnia causada por un
desequilibrio de ventilacién-perfusion.(o-33).

Pruebas de esfuerzo cardiopulmonar: revelan un patrén de funciéon cardiaca
alterada, con reduccion del consumo maximo de oxigeno, elevacion de la
ventilacion minuto, un umbral anaerdbico bajo y un pulso de oxigeno reducido.
Existe buena correlacion entre la distancia recorrida en el test de los seis minutos
caminando y el prondstico de la hipertension pulmonar. Es la prueba que mejor
evalla la situacion funcional permitiendo realizar una monitorizacidon no invasiva
de la respuesta al tratamiento.(10-33).

Gammagrafia de ventilacion-perfusion pulmonar: es normal, o presenta defectos
subsegmentarios, particularmente en la enfermedad veno-oclusiva, en contraste
con los grandes y multiples defectos de perfusion tipicos de la hipertension
pulmonar de origentromboembdlico. (10-33).
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Arteriografia pulmonar: es Gtil cuando la gammagrafia de perfusion pulmonar no
es concluyente y es de obligada realizacion cuando existen defectos de perfusion
segmentarios 0 subsegmentarios en la gammagrafia que sugieren enfermedad
tromboembdlica cronica de grandes vasos.(10-33).
Tomografia computarizada (TC) y Resonancia Nuclear Magnética: se recomienda
realizar un TC de alta resolucién cuando la capacidad pulmonar total es <[170% o
el coeficiente de difusion es <[150% para evaluar el parénquima pulmonar y
descartar la presencia de enfermedad intersticial pulmonar y enfermedad veno-
oclusiva.(o-33).
Biopsia pulmonar: en general se considera que conlleva un riesgo elevado sin que
exista evidencia de que aporte informacion clinica adicional. Solo estaria
justificada en determinadas situaciones especificas individualizadas, como el
diagndstico de vasculitis activa.(10-33).
Cateterismo cardiaco: se caracteriza por un marcado de la presion, aumento de la
presion de la auricula derecha y un gasto cardiaco bajo. Las presiones del lado
izquierdo del corazon habitualmente son normales. La presion de enclavamiento
pulmonar es generalmente normal, incluso en la enfermedad veno-oclusiva,
debido a la permeabilidad de las grandes venas pulmonares y a la naturaleza
parcheada de la enfermedad en las venas.(10-33).
Test agudo con vasodilatadores: predice la respuesta a largo plazo con
tratamiento vasodilatador oral. Se recomienda realizarlo a todos los pacientes para
determinar la capacidad de respuesta al tratamiento vasodilatador. Los farmacos
recomendados son: el epoprostenol intravenoso, el oxido nitrico inhalado y la
adenosina intravenosa. Aunque no existe consenso en la definicion de los
pacientes que se consideran respondedores se puede aceptar la siguiente division
segun los hallazgos objetivados durante el test:(10-33).
1. Respondedores: reduccién de PAPm 2120% o una disminucién de la PAPm
=[]a 10 mmHg, con aumento o mantenimiento del gasto cardiaco (GC). Suponen
aproximadamente un 20% de todos los pacientes con HP, presentando una alta
probabilidad de mejoria clinica y hemodinamica tras tratamiento vasodilatador oral
junto con mayor supervivencia.(10-33).
2. Respondedores de resistencia: reduccion de las RVP > 20% sin reduccion
significativa de la PAPm (la reduccién se produce a expensas de un aumento del
GC). No se conoce su significado. No se benefician del tratamiento vasodilatador
por via oral. (10-33).
3. No respondedores: reduccién de las RVP < 20% sin reduccion significativa de la
PAPmM. No se recomienda el tratamiento vasodilatador con calcio antagonistas por
via oral, ya que no altera el curso clinico ni la supervivencia.o-33).
4. Respuesta desfavorable: caida de la presion arterial sistémica media > 20% con
mantenimiento o disminucion del GC. EI tratamiento vasodilatador esta
contraindicado.(10-33).

El pronostico de la HPP sin tratamiento es malo, siendo la media de
supervivencia tras el diagnostico de 2,5 afios. Actualmente las recomendaciones
se dirigen principalmente hacia un diagnostico precoz de la enfermedad para una
instauracién del tratamiento en una fase mas temprana de la enfermedad como
intento de mejorar el pronostico a largo plazo (10-33).



Indicadores de mal prondstico en la HP

Clase funcional NYHA llI-IV

PAPmM > 85 mmHg

PADmM > 20 mmHg

IC < 2 I/min/fm2

Sat O2 AP <63%

Distancia recorrida en el test de los seis minutos <300 metros Ausencia de
respuesta vasodilatadora en el test agudo PAPm: presidbn media de arteria
pulmonar; PADm: Presion media de auricula derecha; IC: indice cardiaco; Sat O2
AP: saturacion de oxigeno de arteria pulmonar; mmHg: milimetros de mercurio; I:
litros; min: minuto; m2: metro cuadrado. (10-33).

Por otro lado, técnicamente hablando, un radical libre es un atomo o una especie
molecular reactiva que presenta un electron desapareado en su orbital mas
exterior. Esta caracteristica les confiere alta reactividad quimica y, por ello, pueden
alterar a las principales biomoléculas de la célula. Durante el metabolismo
oxidativo de la célula, el oxigeno que se respira es conjugado con hidrégeno y
electrones para formar agua en la cadena respiratoria de las mitocondrias de
todos los tejidos. Se estima que cerca de 5% del oxigeno que se consume en la
célula llega a formar radicales libres y, puesto que se ha comprobado que durante
los procesos fisiopatoldgicos de muchas enfermedades se realiza un alto consumo
de oxigeno, la produccion de radicales libres se incrementa exponencialmente y
los sistemas naturales antioxidantes llegan a ser superados, con lo que puede
provocarse dafio a la célula (3s-43).

Por otro lado, existe otro conjunto de moléculas que son derivadas del nitrogeno y
gue bajo ciertas circunstancias, también son responsables de la generacion de
radicales libres pero derivados del nitrdgeno por lo que se conocen con el nombre
genérico de radicales libres derivados del nitrégeno de los cuales, el 6xido nitrico
(NO por sus siglas en inglés) es el principal representante y actor metabdlico en el
ser humano (44-4s).

El oxido nitrico es una molécula gaseosa que participa en la sefalizacion de
diferentes procesos bioldgicos. Es un radical libre con una vida media de 4 a 8
segundos en medio acuoso oxigenado. Descrito como un gas labil, capaz de libre
difusion en las membranas celulares, tal caracteristica colabora con su alta
actividad biolégica. Se ha descrito que el NO participa en diversos procesos
fisiolégicos y bioquimicos tales como accién antioxidante, antiinflamatoria,
anticoagulante, profibrinolitica, inhibitoria de la adhesion y migracion de leucocitos,
inhibitoria de la proliferacion y migracion de las células musculares lisas, inhibitoria
de la agregacion y adhesion plaquetaria (44-48). EI 6xido nitrico (NO), que puede ser
producido por practicamente todas las células del endotelio vascular en donde se
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ha descrito que actia como regulador paracrino, autocrino e intracrino de la
funcién vascular y cardiaca a través de acciones directas sobre los cardiomiocitos
y de acciones indirectas, consecuencia de sus efectos vasculares. En el
miocardio, el NO regula, entre otros procesos, el acoplamiento excitacion-
contraccion, la frecuencia cardiaca, el tono vegetativo, la respiracion mitocondrial
(metabolismo energético), los procesos de hipertrofia y apoptosis, y la fase tardia
del precondicionamiento isquémico. A escala vascular, el NO regula el tono
vascular, la perfusion coronaria, la permeabilidad capilar y la agregacion
plaguetaria y, ademas, desempefia un importante papel en el control de la
angiogénesis, la inflamacion y la proliferacién celular vascular. La regulacion de
todos estos procesos es sumamente compleja y depende no sélo de las
concentraciones de NO, sino también del compartimiento celular donde se esté
generando y de la via de sefalizacion activada, la situacion fisiopatologica
analizada, el estado redox celular y la presencia de otros mediadores celulares
(acetilcolina, noradrenlina, bradicinina, angiotensina, etc.)4-4s).

El cuerpo humano y la célula en general poseen varios sistemas antioxidantes
para nulificar la posible accion nociva de los radicales libres. Estos sistemas de
defensa dependen mucho de los antioxidantes proporcionados por la dieta, la cual
debe aportar vitaminas y minerales que mantienen la plétora de antioxidantes
celulares asi como la produccion endégena de moléculas antioxidantes, como el
glutation. Asi, por ejemplo, las vitaminas C, E y los B carotenos son las principales
vitaminas antioxidantes que la célula toma de los alimentos y que le auxilian en la
eliminacién de los radicales libres. También hay una serie de enzimas conocidas
con el nombre genérico de enzimas antioxidantes, que eliminan directamente los
radicales libres y evitan el dafio que pudiesen provocar a la célula y al organismo
en general @4s53). El dafio a la célula y a los tejidos en general causado por la
generacion de radicales libres pueden ser de tal magnitud que se establezca el
llamado estrés oxidativo el cual produce cambios irremediables en la célula que
pueden provocarle un fenbmeno de apoptosis o muerte celular programada. El
monitoreo del dafio por la accion de radicales libres puede ser dado mediante la
determinacioén de los siguientes procedimientos generales (54-5s).

a) Determinacion de productos o subproductos del dafio a las biomoléculas. Los
radicales libres derivados del oxigeno pueden reaccionar con lipidos, proteinas,
carbohidratos y acidos nucléicos y producir diversos derivados secundarios que
son determinados en el laboratorio como muestra de dicho dafio. Dentro de éstos
productos se encuentra el malondialdehido (MDA) el cual es un producto del
ataque de los radicales libres sobre los lipidos insaturados de la célula y cuya
determinacién es considerada como un buen indicador de dafio por radicales
libres. De la misma manera, la produccidon de peroxinitritos es considerada como
un buen indicador del dafio a las proteinas causada por los radicales libres y del
mismo modo, la determinacidén de nitritos totales es un indicador de la presencia
del 6xido nitrico el cual se considera un radical libre que se produce en exceso
durante un estrés oxidativo. Por otro lado, tal como ha sido mencionado, los
radicales libres pueden dafiar a las proteinas de la célula y producir ya sea su
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agregacion o su ruptura las cuales son observadas cuando son analizadas por
medio de geles de acrilamida ya sea para proteinas con alto peso molecular o de
bajo peso molecular. La alteracion de los patrones electroforéticos de las proteinas
analizadas es una demostracion de los cambios moleculares inducidos por los
radicales libres en dichas proteinas (s4-5s).

b) Determinacion de elementos antioxidantes. Para contener el ataque de los
radicales libres a las biomoléculas, la célula posee los llamados antioxidantes los
cuales eliminan o modifican la actividad de los radicales libres para que no sean
dafiinos a la célula. De ellos, se reconocen varios sistemas de los que destacan
las enzimas antioxidantes de las cuales la superéxido dismutasa, la catalasa y la
glutation peroxidasa son las principales. Si la produccion excesiva de radicales
libres supera las barreras antioxidantes de la célula, se establece un estrés
oxidativo que puede producir la activacion de la muerte celular programada o
apoptosis(4s-58).
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PROBLEMA
La hipertension pulmonar desencadena una serie de alteraciones estructurales y
funcionales en la vasculatura pulmonar. Diferentes autores informan que estas
alteraciones especificamente en lo concerniente al estrés nitrosativo son mucho
mas graves en pacientes con hipertension pulmonar primaria, pero se desconoce
el comportamiento de este estrés en pacientes con la misma patologia pero
secundaria a CIV y PCA.
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JUSTIFICACION

La hipertension pulmonar modifica importantemente la calidad de vida de los pacientes
que la padecen. En la poblacion pediatrica, esta enfermedad pulmonar generalmente se
presenta como consecuencia de hiperflujo pulmonar asociado a comunicacion
interventricular y persistencia del conducto arterioso. En la actualidad existen pocas
herramientas terapéuticas con las cuales paliar el impacto de la enfermedad pulmonar en la
calidad de vida de los pacientes que la padecen. Se ha explorado poco las alteraciones que
se presentan en el proceso de oxidacion  pulmonar, las cuales pudieran estar
importantemente modificadas en casos de hipertension pulmonar, por lo que proponemos el
presente estudio, para identificar las diferencias en el equilibrio del estrés oxidativo
/nitrosativo, considerando que la informacion obtenida servira de base para la busqueda de
nuevas herramientas terapéuticas para esta enfermedad pulmonar.
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HIPOTESIS
Es probable que en pacientes pediatricos con hipertension pulmonar secundaria a CIV y
PCA, presenten un estrés oxidativo y/o nitrosante como parte de sus componentes
fisiopatoldgicos y que explique en parte el dafio general a su organismo, que tienen este
tipo de pacientes. Se podra valorar un tratamiento coadyuvante con cierto grado de
certidumbre, el nivel de estrés oxidativo y/o nitrosante mediante la determinacién de los
radicales libres derivados del metabolismo del oxigeno y/o nitrdgeno con analisis de las
muestras sanguineas de pacientes pediatricos que estdn diagnosticados con
comunicacion interventricular y/o persistencia del conducto arterioso.
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OBJETIVOS

General

El objetivo principal de este estudio esta orientado a determinar un estrés oxidativo
y/o nitrosante mediante la deteccibn en muestras de sangre, de metabolitos
relacionados con dichas condiciones, en nifios que presentan una hipertension

pulmonar secundaria a comunicacion interventricular junto con PCA

Especificos

1. Determinar en muestras de sangre provenientes de nifios que presentan una
hipertension pulmonar secundaria a comunicacion interventricular junto con PCA, las
concentraciones de malondialdehido, el estatus antioxidante total y el glutation total
como indicadores de la presencia de un estrés oxidativo y/o nitrosante.

2. En ese mismo grupo de pacientes, determinar en muestras de sangre la concentracién de
nitratos totales y la actividad especifica de las enzimas superéxido dismutasa y glutatién
peroxidasa como indicador de la presencia de estrés oxidativo y/o nitrosante.

3. Determinar la probable asociacién entre la presencia de hipertension pulmonar
secundaria a comunicacion interventricular junto con PCA y los metabolitos indicativos
de estrés oxidativo y/o nitrosante.
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TIPO DE ESTUDIO

DISENO: Trasversal, observacional, descriptivo, analitico tipo piloto.

POBLACION DE ESTUDIO: Pacientes pediatricos con hipertension arterial
pulmonar secundaria a CIV y PCA atendidos en el servicio de cardiologia
pediatrica y cirugia cardiotoracica del CMN 20 de noviembre.
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MATERIAL Y METODOS.
Seleccién de la poblacion en estudio.
Se seleccionaron pacientes pediatricos con hipertension pulmonar secundaria a
cardiopatia congénita atendidos en el servicio de Cardiologia Pediatrica y cirugia
cardiotoracica del CMN 20 de Noviembre. A los padres o tutores legalmente
responsables se les explico las caracteristicas del estudio y se firmo carta de

consentimiento informado.

Toma de muestras de sangre y su procesamiento.

Se tomaron con ayuno de 12 horas de los sujetos de estudio. Mediante
venopuncion en vena cefalica o basilica de cualquiera de los brazos se obtuvieron
10 ml de sangre y se depositaron en tubos con anticoagulante (EDTA),
manteniéndolas en refrigeracion a 4 GC. Se centrifugaron a 1500 rpm por 15 min

para obtener el plasma el cual fue colocado en viales y congelado a —70 °C. 59).

Determinacion de la concentracion de nitratos totales.

Los niveles de oOxido nitrico (NOx) se determinaron con kit comercial (Cayman
Chemical, Ann Arbor, USA) con el procedimiento propuesto por Cortas y
Wakid:@0). Se filtré el plasma a 0.22 um (Millex-GV, PVDF-durapore, Millipore Co,
Bedford M.A. U.S.A)) y posteriormente fue desproteinizado agregando cuatro
volimenes de solucién de sulfato de zinc (75 mM) e hidroxido de sodio (55 mM)
agitando brevemente y centrifugando a 5000 rpm por 10 minutos para recuperar el
sobrenadante. Un volumen del sobrenadante fue usado para su derivacién con
granulos activados de cadmio siguiendo el procedimiento de Cortas y Wakid (s0).
Obtenido el derivado de nitratos, se tomd un volumen y se mezcla con 2.5
volumenes de agua bidestilada, un volumen de sulfanilamida (3% p/v en HCI 0.4N)
y de N-naptiletilendiamina (0.1% p/v en agua bidestilada). La mezcla se agito
brevemente y se dej6é incubar 30 minutos al termino de los cuales, se analiz6 a

540 nm en un espectrofotbmetro (Jenway 6300, Cielovista, Cal. USA).
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Determinacion de malondialdehido.
Para determinar el indice de Lipoperoxidaciéon se determind la concentracion de
malondialdehido (MDA) en las muestras de plasmas mediante un kit de reactivos
comerciales (MyBiosource, Cal, USA) basado en el método descrito por Ohkawa
61): En un tubo de ensayo se colocaron 200 uL de suero junto con 1.5 mL de acido
aceético (20%) y 1.5 mL de &cido tiobarbittrico (0.8% en agua). Se mezcla a
homogeneidad y se coloca en agua a ebullicion por 60 minutos al término de los
cuales se agregé 1 mL de agua bidestilada y 5 mL de butanol/piridina (15:1 v/v)
agitdndose vigorosamente. La muestra fue centrifugada por 10 minutos a 2500
rpm recuperandose el sobrenadante el cual fue leido a 545 nm en un
espectrofotometro (Jenway 6300, Cielovista Cal. USA) calculando la concentracion
de MDA a partir del coeficiente de extincién (1.54 x 10° M cm™) y expresando la

concentracion en nmol/mg proteina total.

Determinacion del estatus antioxidante total.

El estatus antioxiante total (EAT) fue determinado en muestras de plasma (20 plL)
usando el kit de reactivos de Calbiochem (Calbiochem; Cat. No. 615700) que esta
basado en la capacidad que tiene la muestra de inhibir la oxidacion del ABTS
(2,2 -azido-di-(3-etilbenzen-thiazolidina sulfonato) haciendo la lectura a 600 nm en
un espectrofotometro (Jaenway 6300, Cielovista Cal. USA) y expresando el

resultado en concentracion mili molar.

Determinacion de la concentraciéon de proteina.
En todos los casos, la concentracion de proteina fue determinada usando el

método descrito por Lowry 62) usando albumina de suero bovino como estandar

(59-70).
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Analisis estadistico.
Los resultados fueron analizados usando como base una hoja de calculo del
programa Excel (Microsoft Corporation, USA) y el programa estadistico GraphPad
Prism V-4.00 (GraphPad Software, San Diego, Cal., U.S.A.). Los resultados
cualitativos fueron analizados usando tablas de contingencia y prueba de Yates.
Los datos cuantitativos fueron analizados por suma de rangos de wilcoxon (t
student modificada). Se consideré unvalor de p< 0.05 como estadisticamente

significativo.
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RESULTADOS.
Analizamos 43 pacientes con una edad de 4 mes a 5 afios. Del grupo con HP
(n=23) 16 fueron del sexo femenino y 7 del masculino. Del grupo control (n=20) 12
fueron femeninos y 8 masculinos. La Tabla 1 muestra las caracteristicas generales
de los nifios con HP y los del grupo control. Como puede observarse, los nifios
gue presentan HP tienen alteraciones vasculares compatibles con la presencia de
HP, que es secundario a la presencia de comunicacion interventricular que es su
patologia de base. Como se muestra en dicha tabla, los sintomas y signos de
predomino cardio-pulmonar se encuentran presentes en diversas proporciones
entre los nifios con el padecimiento de base y que desarrollaron HP.
Por otro lado, la Figura 1 muestra las concentraciones de nitratos totales (NOx) en
ambos grupos en estudio. Se considera a la determinacién de NOx como un
indicador directo de la produccion de éxido nitrico en el organismo. Por lo que, de
acuerdo con lo que se muestra en la Figura 1, los niflos que presenta HP
presentan una disminucion en la concentracion plasmatica de NOXx
estadisticamente significativa del 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), lo que
se interpreta como una menor produccién de 6xido nitrico en los nifios que
presentan esta patologia.
Por otro lado, en la Figura 2 se muestra el promedio de las concentraciones de
MDA tanto en el grupo control como en el que tiene HP. La determinacion de la
concentracion de es metabolito es considerada un buen indice de dafio a los
lipidos poliinsaturados por accion directa de los radicales libres derivados del
oxigeno, por lo que podemos observar que dicho dafio es mayor en los pacientes
con HP ya que presentan un incremento de hasta 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), indicando un gran dafo al organismo.
Ademas, la Figura 3 muestra la determinacién del estatus antioxidante total
realizada en las muestras obtenidas del grupo control y los que presentaron HP.
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En este caso, se observa que existe un incremento en el estatus antioxidante total
del 15.03% en el grupo con HP en relacion con el grupo control (2.074 + 0.062 mM
vs 1.803 + 0.051; p< 0.05, respectivamente).

Por otro lado, puesto que el estatus antioxidante total muestra la condicion del
balance oxidativo dependiendo del equilibrio entre los oxidantes y antioxidantes
gue se producen en el organismo en un momento determinado, se ha empleado la
asociacion o relacion de este estatus total con la concentracion de metabolitos que
potencialmente son oxidativos o dafinos para el organismo. De esta forma, la
Figura 4 muestra la correlacion entre el estatus antioxidante total y las
concentraciones de nitratos totales y MDA tanto en los nifios del grupo control
como los que presentan HP. Como se puede observar, los nifios del grupo control
muestran una asociacion positiva entre el estatus antioxidante total y las
concentraciones de MDA y de nitratos totales (r= 0.31 y r= 0.32; para ambos p<
0.05; respectivamente) (Figura 4 A y B; respectivamente). Por el contrario, los
nifos que presentan HP muestran una asociacién negativa (r= -0.59; p< 0.05)
entre el estatus antioxidante total y la concentracion de nitratos totales asi como
una asociacion positiva (r= 0.47; p< 0.05) entre el estatus antioxidante total y la
concentracion de MDA (Figura 4, C y D; respectivamente).
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DISCUSION.
Nuestros resultados muestran que existe una alteracion importante en el balance
oxidativo en los nifios que presentan hipertension arterial pulmonar secundaria a la
presencia de comunicacion interventricular. Esta alteracion en el balance se debe
principalmente a la presencia de un exceso en la concentracion de MDA asi como
una marcada disminucion en la concentracion de nitratos totales y que, ambos,
estan en asociacion directa con el estatus antioxidante total.
Se ha considerado que la determinacion de la concentracion de nitratos totales es
una medida de la presencia de éxido nitrico el cual es producido por las células
endoteliales del sistema vascular arterial y que tiene un conocido efecto
vasodilatador ademas de otras funciones metabdlicas por ser también reconocido
como una molécula de sefalizacion intracelular (11-15). Es por ello que su
concentracion en el organismo debe ser regulada en forma muy precisa para
evitar alteraciones metabdlicas y fisioldégicas generales que induzcan un cambio
importante del tono vascular que origine ya sea un proceso de hipertensién o de
hipotensién generalizada ya sea por la falta o el exceso (respectivamente) del
oxido nitrico. En modelos experimentales se han descrito situaciones en las cuales
se produce un exceso en la produccion de oxido nitrico el cual origina una
vasodilatacién, mientras que, una disminucién en la produccion de este metabolito
produce una vasoconstriccion; ambas situaciones estan asociadas a proceso de
hipoxia-reperfusion que afecta a los tejidos en general (11-12,14,23-26).
Ha sido descrito que la presencia de un proceso de hipoxia-reperfusion en los
tejidos origina diversas clases de alteraciones metabdlicas, principalmente las
relacionadas con la produccion de radicales libres derivados del oxigeno y los
derivados del nitrdgeno (principalmente Oxido nitrico)(11-14, 23-26). De esta
forma, se ha descrito en modelos experimentales que patologias cardiacas y
pulmonares que originan una condicion de hipoxia-reperfusion en forma continua,
producen alteraciones en el balance oxidativo y en las concentraciones de los
principales metabolitos indicadores de dafio oxidativo como son el MDA y los
nitratos totales (23-28). Asi, se ha descrito en este tipo de modelos que, durante la
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fase de hipoxia tisular, se produce un incremento importante en la produccion de
nitratos totales (y por tanto, de nitrégeno) y en la fase de reperfusion existe un
incremento importante de MDA (es decir, de radicales libres derivados del
oxigeno) lo que indica un dafio oxidativo al organismo (23-2s).

NUESTROS HALLAZGOS CONFIRMAN LO ANTES MENCIONADO Y
CONSIDERAMOS que este hecho puede OBECEDER A una disminucion
importante en la expresion vascular de la enzima 6xido nitrico sintetasa (principal
enzima encargada de la sintesis del Oxido nitrico) causada por la patologia
cardiopulmonar de base que presentan este tipo de pacientes. Lo anterior esta
apoyado por la observacion de que procesos patologicos agudos o crénicos
fatales pueden originar una disminucién en la expresién de esta enzima con la
consiguiente disminucién en la produccién de 6xido nitrico y con ello aumentar el
tono vascular general y/o local (2s-30).

Aunado a lo anteriorse ha reportado que cuando el balance nitrosativo (produccion
de oOxido nitrico) se altera, se produce un exceso en la produccion de radicales
libres derivados del oxigeno los cuales pueden incrementar el dafio general al
organismo (11,13,14,16,18,26,27).Sin embargo; en los pacientes incluidos en este estudio
no se midio el grado de dafio pulmonar que existe debido al propésito y disefio del
mismo. podemos hipotetizarque el desarrollo de hipertension arterial pulmonar
secundario a hiperflujo pulmonarorigina un proceso de oxidacion que no puede ser
compensada por los sistemas antioxidantes del organismo puesto que
encontramos una correlacion inversa entre el estatus antioxidante total y las
concentraciones de MDA y nitratos totales, representando estos metabolitos,
indicadores importantes de dafio general al organismo por la presencia de
radicales libres derivados del oxigeno y, en el caso de los nitratos totales, como
un indicador de la produccion de oxido nitrico.Basados en esto, podemos sefalar
gue los nifios que presentan este tipo de condicién patoldgica, presentan como
acompafante importante, un desequilibrio en el estrés nitrosativo/oxidativo el cual
puede condicionar una parte importante del dafio metabdlico a los tejidos.
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CONCLUSIONES.

En los nifios que presentan HP secundaria a la presencia de comunicacion
interventricular, se observa que existe una alteracion importante en su balance
oxidativo originado por un incremento en la concentracién plasmatica de MDA
junto con una disminucién en la concentracion del 6xido nitrico el cual puede ser
un reflejo en la “falla” de produccion de este metabolito lo que puede ser una parte
del problema fisiopatologico de la presencia de la hipertension arterial pulmonar.
Esta alteracion en las concentraciones de ambos metabolitos reflejan la presencia
de un estrés metabdlico ya que se refleja como alteraciones en el estatus
antioxidante total por lo que se deben mas estudios para elucidar el papel de esta
condicion en la salud de este tipo de pacientes para evitar en lo posible, un mayor

dafio a su organismo que pueda afectan el resto de su vida en forma permanente.
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de los nifios del grupo control y los que
presentaron hipertension pulmonar (H.P.). Los datos se presentan como

promedios + D.E. (rango) para cada grupo, 0 como porcentajes, segun

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

Edad (afios)

3.24 + 1.02 (0.4-5)

2.4 +1.51 (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 (L/min/m?) 2.5a 3.5 31+1.3
IRVP (Unidades Wood m?) 1.1a1.6* 76+43

* valor normal tomado como referencia de la literatura.

PPM: presion pulmonar media: IRVP: indice de resistencia vascular pulmonar.
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Figura 1. Distribucién de la concentracion de MDA (A) y el estatus antioxidante total (EAT;

panel B) en cada uno de los sujetos del grupo control y con hipertensién pulmonar (H.P.).

La linea horizontal discontinua en cada gréfica representa el promedio + D.E. de cada

grupo correspondiente. Los niveles de MDA y el EAT mostraron diferencias significativas

en los pacientes del grupo control comparado con los pacientes del grupo con HP.
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Figura 2.

CONTROL H.P.

B 951 p < 0.05

5T
= (O 651 °
O \5/ ——ale__
[]
50+
40'|'
0

CONTROL H.P.

Figura 2. Distribucion de la actividad de la enzima SOD (A) y la Glt-px (B) en cada uno de
los sujetos del grupo control y con hipertensién pulmonar (H.P.). La linea horizontal
discontinua en cada grafica representa el promedio = D.E. de cada grupo correspondiente



25
Figura 3.
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Figura 3. Distribucion de la concentracion de glutation total (A) y de NOx (B) en cada uno

de los sujetos del grupo control y con hipertensiéon pulmonar (H.P.).
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ANEXO

Articulo enviado para su publicacion a la Revista Medicina Interna de México. Se anexa
articulo enviado.
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RESUMEN.

Introduccion: La hipertension pulmonar (HP) en nifios, secundaria a comunicacion
interventricular es una situacion que produce alteraciones generales en el organismo
caracterizadas por reactividad importante en el sistema vascular cardio-pulmonar. En
modelos experimentales se ha comprobado que existe estres nitrosante que acompafa a la
HP, por lo que el objetivo del presente trabajo es detectar la presencia de éste tipo de
condiciones metabdlicas en nifios que presentan esta patologia.

Material y Métodos: A nifios (0 a 5 afios) que tienen diagnostico clinico de HP secundario
a comunicacion interventricular, se les tomé una muestra de sangre para aislar el plasma en
donde se determiné por métodos espectrofotométricos usando kits comerciales, la
concentracion de malondialdehido (MDA), nitratos totales (NOX) y el estatus antioxidante
total (EAT). Como grupo control, se tomaron muestras de sangre en nifios sin patologia
cardiovascular, pareados en edad al grupo en estudio. Resultados: La concentracion de
MDA en los nifios con HP presenta un incremento estadisticamente significativo de 2.55
veces respecto al grupo control (p < 0.05), al igual que el EAT que presenta un incremento
del 14%. Por otro lado, la concentracion de NOx es 1.42 veces menor en los pacientes con
HP en comparacion con el grupo control.

Conclusiones: Nuestros resultados muestran que los nifios con HP presentan alteraciones
en su balance nitrosativo, indicativos de la presencia de un estrés nitrosativo secundario a
su patologia de base que puede alterar el resto del organismo, principalmente al sistema

circulatorio.

Palabras clave: malondialdehido, hipertensién pulmonar, nitratos totales, cardiopatia



ABSTRACT:

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 nitrosative
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 childrens (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 (NOXx)
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 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 manifest 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.

Key words: malondialdehyde, pulmonar hypertension, total nitrates, cardiac disease.



INTRODUCCION.

La Hipertension Pulmonar (HP) 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, siendo el valor normal de 15
mmHg en reposo.? Existen varios tipos generales de HP que son aislada o asociada a
enfermedad subyacente.

La etiologia de la HP se basa en la clasificacion més reciente de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) que incluye 5 categorias: 1) hipertension pulmonar arterial (HPA), 2)
Hipertensidon pulmonar (HP) asociada con enfermedad cardiaca izquierda, 3) HP asociada
con enfermedad pulmonar y/o hipoxemia, 4) HP asociada con enfermedad tromboembolica
cronica y 5) HP asociada con otros desordenes en donde se incluye a la HPA idiopatica,
familiar, asociada con enfermedad de la colagena, cortos sistémico-pulmonares congénitos,
hipertension portal, HIV, drogas/toxinas y otras condiciones tales como telangiectasia
hemorragica hereditaria (Sindrome Osler-Weber-Rendu) y hemoglobinopatias.’®

La caracteristica fisiopatoldgica de la HP es el desarrollo del incremento de la resistencia
vascular pulmonar que conduce a incremento de la postcarga del ventriculo derecho con
progresion a falla 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 més frecuentes son: segundo ruido reforzado en foco
pulmonar, galope ventricular derecho por cuarto tono, frémito palpable en borde esternal
izquierdo (hipertrofia ventricular derecha), pulso venoso con onda "a", 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 del desarrollo de HP siendo
la presencia de comunicacion interventricular la mas frecuentemente reportada a nivel
mundial’ por lo que puede representar un alto gasto de recursos puesto que las personas
afectadas con este tipo de patologias requieren de cuidados a lo largo de su vida y aun
cuando su patologia cardiaca puede ser resuelta quirdrgicamente, su condiciéon general
puede verse alterada en forma permanente.”®

En relacién con lo anterior, estudios realizados en modelos experimentales con animales,

han demostrado que la presencia de HP puede provocar un efecto a largo plazo en donde se



altera la circulacion general y que no es revertida a pesar de eliminar la causa que provoco
el desarrollo de la HP.>'® Se ha pensado que la produccion de radicales libres,
principalmente el oxido nitrico y los derivados del oxigeno, pueden tener un papel
fundamental en el desarrollo de dafio general pero principalmente vascular a nivel arterial
ya que las células epiteliales de los vasos sanguineos producen en forma regular, éxido
nitrico el cual es un conocido regulador metabdlico y fisiologico, que tiene un papel
fundamental en el mantenimiento del tono arterial general y local.***®

Es conocido el hecho de que el endotelio de las arterias produce en forma constante 6xido
nitrico el cual, como se menciono, tiene un papel fundamental en la regulacion del tono
vascular por lo que, cualquier alteracion en su produccion, puede tener consecuencias en la
circulacion general y local ya que la contraccion o relajacion del masculo liso del endotelio,
es altamente sensible a los niveles de 6xido nitrico.**™* Por otro lado, estudios hechos con
modelos in vitro han sefialado que la produccion de 6xido nitrico induce en forma directa
y/o indirecta la formacién de radicales libres derivados del oxigeno los cuales interactuar
con las macromoléculas de las células y alterar tanto su estructura como su funcién.'*°
Ademas, si en determinado momento existe un desvalance entre la cantidad de radicales
libres ya sea derivados del oxigeno o del nitrégeno (como es el caso del 6xido nitrico); y la
cantidad de antioxidantes en el organismo, se produce una condicién conocida como estrés
oxidativo y/o nitrosativo que puede alterar en forma provisional o permanente tanto la
estructura como la funcién de la célula y el organismo en general %

En el laboratorio se puede determinar la presencia de un estrés ya sea oxidativo y/o
nitrosativo haciendo la determinacion de metabolitos que se relacionan directamente con el
tipo de radicales que afectan a las macromoléculas ademas de que se puede determinar el
Ilamado estatus antioxidante total el cual constituye una medida de la concentracion de
oxidantes/antioxidantes que existen en un momento dado ya sea en la célula o el
organismo.***® De esta forma, la determinacién de la concentracién de nitratos totales es
una medida de la presencia del oxido nitrico y la determinacion de malondialdehido es un
parametro aceptado de la presencia de dafio por radicales libres derivados del oxigeno y por
tanto, de la presencia de un estrés oxidativo; a su vez, tal como se menciono con
anterioridad, la determinacién del estatus antioxidante total es un reflejo general del

balance que existe entre los sistemas oxidantes/antioxidantes del organismo.**



Experimentos hechos con animales de laboratorio han demostrado que existe un estrés
metabolico caracterizado por una alteracion en el balance de los radicales libres los cuales
pueden ser un componente importante en el proceso fisiopatolégico de dafio general al
organismo. Este tipo de estudios también indican que el grado de dafio por el estrés
metabolico depende del tiempo y grado de hipertension por lo que se han propuesto que la
determinacion de los metabolitos derivados del dafio provocado por las especies reactivas
derivadas del oxigeno y/o el nitrogeno, pueden ser indicadores del dafio y servir como
factores prondsticos en este tipo de patologias. Por todo lo anterior, el objetivo del presente
trabajo es determinar la concentracion de nitratos totales, malondialdehido y el estatus
antioxidante total en nifios que presentan hipertension arterial pulmonar secundario a la
presencia de comunicacion interventricular, en un intento de entender los procesos
fisiopatoldgicos de dafio provocado por las alteraciones entre los elementos antioxidantes y

los oxidantes que presenta el organismo.



MATERIAL Y METODOS.
Seleccion de la poblacidn en estudio.

Se seleccionaron nifios de ambos sexos de edades diversas (meses de nacimiento y hasta 5
afios) que son presentados al servicio de cardiologia de nuestra institucion que son referidos
por presentar el diagndstico de presencia de comunicacion interventricular con el desarrollo
de hipertension pulmonar arterial. A cada paciente, bajo consentimiento informado y
permiso de sus padres, se le realiz6 una historia clinica y se le realizaron estudios rutinarios
de laboratorio y gabinete ademas de solicitarles un estudio con ecoardiografia Doppler para
evaluar su condicion cardio-pulmonar. Como grupo control se tomaron muestras de sangre
de nifios aparentemente sanos sin ningun problema cardio-pulmonar, pareados en edad y

sexo con el grupo que presenta HP.

Toma de muestras de sangre y su procesamiento.

Muestras de sangre fueron tomadas en cada uno de los sujetos del grupo control y el que
presenta HP. Las muestras se tomaron por venopuncion en ayuno de 12 horas. Las muestras
de sangre fueron recolectadas en tubos con anticoagulante (heparina 6 EDTA) y
centrifugadas a 1500 rpm por 15 min para obtener el plasma el cual fue colocado en viales

y congelado a -70 °C hasta su posterior uso tal como ha sido descrito previamente.*®

Determinacién de la concentracion de nitratos totales.

Como reflejo de la concentracidn de éxido nitrico en plasma, se determiné la concentracion
de nitratos totales (NOx) en muestras de plasma usando un kit de reactivos comerciales
(Cayman Chemical, Ann Arbor, USA) basada en el procedimiento propuesto por Cortas y
Wakid®® usando cadmio activado para derivar los nitritos del plasma. Brevemente se
prosiguié como sigue: un volumen de plasma fue filtrado a través de un filtro de 0.22 [’m
(Millex-GV, PVDF-durapore, Millipore Co, Bedford M.A. U.S.A.) El filtrado fue
desproteinizado agregando cuatro volumenes de solucion de sulfato de zinc (75 mM) e
hidroxido de sodio (55 mM) agitando brevemente y centrifugando a 5000 rpm por 10
minutos para recuperar el sobrenadante. Un volumen del sobrenadante fue usado para su
derivacion con granulos activados de cadmio siguiendo el procedimiento de Cortas y

Wakid.” Obtenido el derivado de nitratos, se toma un volumen y se mezcla con 2.5



volumenes de agua bidestilada, un volumen de sulfanilamida (3% p/v en HCI 0.4N) y de N-
naptiletilendiamina (0.1% p/v en agua bidestilada). La mezcla se agita brevemente y se deja
incubar 30 minutos al termino de los cuales, se lee a 540 nm en un espectrofotometro
(Jenway 6300, Cielovista, Cal. USA). La concentracion de nitratos totales se reporta en

nmol/L de acuerdo con una curva patrén hecha con concentraciones variables de KNO3.2*?°

Determinacién de malondialdehido.

La concentracion de malondialdehido (MDA) como un indice de lipoperoxidacion en las
muestras de plasmas de ambos grupos en estudio fue mediante el uso de un kit de reactivos
comerciales (MyBiosource, Cal, USA) basado en el método descrito por Ohkawa.?
Brevemente se procedid 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 tiobarbiturico (0.8%
en agua). Se mezcla a homogeneidad y se coloca en agua a ebullicion por 60 minutos al
término de los cuales se agregd 1 mL de agua bidestilada y 5 mL de butanol/piridina (15:1
v/v) agitandose vigorosamente. La muestra fue centrifugada por 10 minutos a 2500 rpm
recuperandose el sobrenadante el cual fue leido a 545 nm en un espectrofotometro (Jenway
6300, Cielovista Cal. USA) calculando la concentracion de MDA a partir del coeficiente de

extincion (1.54 x 105 M-1 cm-1) y expresando la concentracion en nmol/mg proteina total.

Determinacién del estatus antioxidante total.

El estatus antioxiante total (EAT) fue determinado en muestras de plasma (20 plL) usando
el kit de reactivos de Calbiochem (Calbiochem; Cat. No. 615700) que esta basado en la
capacidad que tiene la muestra de inhibir la oxidacién del ABTS (2,2 -azido-di-(3-
etilbenzen-thiazolidina sulfonato) haciendo la lectura a 600 nm en un espectrofotometro
(Jaenway 6300, Cielovista Cal. USA) y expresando el resultado en concentracion mili

molar.

Determinacidén de la concentracion de proteina.

En todos los casos, la concentracion de proteina fue determinada usando el método descrito

por Lowry *? usando alblimina de suero bovino como estandar.



Andlisis estadistico.

Los resultados fueron analizados usando como base una hoja de calculo del programa Excel
(Microsoft Corporation, USA) y el programa estadistico GraphPad Prism V-4.00
(GraphPad Software, San Diego, Cal., U.S.A.). Los resultados cualitativos fueron
analizados usando tablas de contingencia y prueba de Yates. Los datos cuantitativos fueron
analizados por “t” de student no pareada y la asociacion entre variables por medio del
coeficiente de Spearman. Para todos los casos, se tomo en cuenta una p< 0.05 como

estadisticamente significativo.



RESULTADOS.

El Cuadro 1 muestra las caracteristicas generales de los nifios con HP y los del grupo
control. Como puede observarse, los nifios que presentan HP tienen alteraciones vasculares
compatibles con la presencia de HP, que es secundario a la presencia de comunicacion
interventricular que es su patologia de base. Como se muestra en dicha tabla, los sintomas y
signos de predomino cardio-pulmonar se encuentran presentes en diversas proporciones
entre los nifios con el padecimiento de base y que desarrollaron HP.

Por otro lado, la Figura 1 muestra las concentraciones de nitratos totales (NOXx) en ambos
grupos en estudio. Se considera a la determinacion de NOx como un indicador directo de la
produccion de éxido nitrico en el organismo (biblio) por lo que, de acuerdo con lo que se
muestra en la Figura 1, los nifios que presenta HP presentan una disminucion en la
concentracion plasméatica de NOx estadisticamente significativa del 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), lo que se interpreta como una menor produccién de 6xido nitrico en
los nifios que presentan esta patologia.

Por otro lado, en la Figura 2 se muestra el promedio de las concentraciones de MDA tanto
en el grupo control como en el que tiene HP. La determinacién de la concentracion de es
metabolito es considerada un buen indice de dafio a los lipidos poliinsaturados por accion
directa de los radicales libres derivados del oxigeno, por lo que podemos observar que
dicho dafio es mayor en los pacientes con HP ya que presentan un incremento de hasta 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), indicando un gran dafio al organismo.

Ademas, la Figura 3 muestra la determinacion del estatus antioxidante total realizada en las
muestras obtenidas del grupo control y los que presentaron HP. En este caso, se observa
que existe un incremento en el estatus antioxidante total del 15.03% en el grupo con HP en
relacion con el grupo control (2.074 + 0.062 mM vs 1.803 + 0.051; p< 0.05,
respectivamente).

Por otro lado, puesto que el estatus antioxidante total muestra la condicion del balance
oxidativo dependiendo del equilibrio entre los oxidantes y antioxidantes que se producen en
el organismo en un momento determinado, se ha empleado la asociacion o relacion de este

estatus total con la concentracion de metabolitos que potencialmente son oxidativos o



dafinos para el organismo. De esta forma, la Figura 4 muestra la correlacion entre el estatus
antioxidante total y las concentraciones de nitratos totales y MDA tanto en los nifios del
grupo control como los que presentan HP. Como se puede observar, los nifios del grupo
control muestran una asociacion positiva entre el estatus antioxidante total y las
concentraciones de MDA y de nitratos totales (r= 0.31 y r= 0.32; para ambos p< 0.05;
respectivamente) (Figura 4 A y B, respectivamente). Por el contrario, los nifios que
presentan HP muestran una asociacién negativa (r= -0.59; p< 0.05) entre el estatus
antioxidante total y la concentracion de nitratos totales asi como una asociacion positiva (r=
0.47; p< 0.05) entre el estatus antioxidante total y la concentracion de MDA (Figura 4, Cy
D; respectivamente).



DISCUSION.

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

Se ha considerado que la determinacion de la concentracién de nitratos totales es una
medida de la presencia de oxido nitrico el cual es producido por las células endoteliales del
sistema vascular arterial y que tiene un conocido efecto vasodilatador ademas de otras
funciones metabodlicas por ser también reconocido como una molécula de sefializacion
intracelular.*™ Es por ello que su concentracion en el organismo debe ser regulada en
forma muy precisa para evitar alteraciones metabdlicas y fisiologicas generales que
induzcan un cambio importante del tono vascular que origine ya sea un proceso de
hipertensién o de hipotension generalizada ya sea por la falta o el exceso (respectivamente)
del 6xido nitrico. En modelos experimentales se ha descrito que situaciones en las cuales se
produce un exceso en la produccion de éxido nitrico origina una vasodilatacion mientras
que, una disminucion en la produccion de este metabolito produce una vasoconstriccion;
ambas situaciones estan asociados a proceso de hipoxia-reperfucion que afecta a los tejidos
en general. 11,12,14,23-26
Ha sido descrito que la presencia de un proceso de hipoxia-reperfusion en los tejidos
origina diversas clases de alteraciones metabolicas, principalmente las relacionadas con la
produccion de radicales libres derivados del oxigeno y los derivados del nitrogeno
(principalmente 6xido nitrico)."**#*?® De esta forma, se ha descrito en modelos
experimentales que patologias cardiacas y/o pulmonares que originan una condicion de
hipoxia-reperfusion en forma continua, producen alteraciones en el balance oxidativo y en
las concentraciones de los principales metabolitos indicadores de dafio oxidativo como son
el MDA y los nitratos totales. >>?® Asi, se ha descrito en este tipo de modelos que, durante
la fase de hipoxia tisular, se produce un incremento importante en la produccion de nitratos

totales (y por tanto, de nitrégeno) y en la fase de reperfusién existe un incremento



importante de MDA (es decir, de radicales libres derivados del oxigeno) lo que indica un
dafio oxidativo al organismo. %%

Contrario a lo descrito anteriormente con modelos animales, nuestros resultados muestran
que en los nifios con cardiopatia que origina una hipertension arterial pulmonar, presentan
una importante disminucién en la concentracion de nitratos totales, que se interpreta como
una disminucion en la concentracion de 6xido nitrico. Pensamos que este hecho puede ser
originado por una disminucion importante en la expresion vascular de la enzima 6xido
nitrico sintetasa (principal enzima encargada de la sintesis del 6xido nitrico) causada por la
patologia cardio-pulmonar de base que presentan este tipo de pacientes. Lo anterior esta
apoyado por la observacion de que procesos patolégicos agudos o crénicos fatales pueden
originar una disminucion en la expresion de esta enzima con la consiguiente disminucion
en la produccion de 6xido nitrico y con ello aumentar el tono vascular general y/o local.?*°
Por otro lado, se ha reportado que cuando el balance nitrosativo (produccion de oxido
nitrico) se ve alterado, se produce un exceso en la produccion de radicales libres derivados
del oxigeno los cuales pueden incrementar el dafio general al organismo.*!31416.18:26.27
Podemos hipotetizar que el defecto que consiste en la presencia de comunicacion
interventricular origina como proceso secundario una hipertension arterial pulmonar
permanente que no puede ser compensada por los sistemas antioxidantes del organismo
puesto que encontramos una correlacién inversa entre el estatus antioxidante total y las
concentraciones de MDA y nitratos totales siendo el primer metabolito un indicador
importante de dafio general al organismo por la presencia de radicales libres derivados del
oxigeno vy, en el caso de los nitratos totales, son considerados como un indicador de la
produccion de 6xido nitrico y, de acuerdo con nuestros resultados, podemos afirmar que
dicho metabolito se encuentra muy disminuido en este tipo de pacientes. Puesto que una
disminucion en la produccién de 6xido nitrico produce un incremento en la tensién arterial
general, pensamos que en este tipo de pacientes, en donde existe un defecto cardiaco
anatomico permanente lo que origina un dafio oxidativo (evidenciado por el incremento en
la concentracion de MDA), asi como un dafio nitrosativo (evidenciado por la disminucion
en la concentracion de nitratos totales), lo que genera un desbalance general en el estatus
antioxidante total del organismo por lo que podemos sefialar que los nifios que presentan

este tipo de condicion patoldgica, presentan como acompafiante importante, un estres



nitrosativo/oxidativo el cual puede condicionar una parte importante del dafio metabdlico a

los tejidos.



CONCLUSIONES.

En los nifios que presentan HP secundaria a la presencia de comunicacion interventricular,
se observa que existe una alteracién importante en su balance oxidativo originado por un
incremento en la concentracion plasmatica de MDA junto con una disminucion en la
concentracion del 6xido nitrico el cual puede ser un reflejo en la “falla” de produccion de
este metabolito lo que puede ser una parte del problema fisiopatoldgico de la presencia de
la hipertension arterial pulmonar.

Esta alteracion en las concentraciones de ambos metabolitos reflejan la presencia de un
estrés metabdlico ya que se refleja como alteraciones en el estatus antioxidante total por lo
que se deben mas estudios para elucidar el papel de esta condicion en la salud de este tipo
de pacientes para evitar en lo posible, un mayor dafio a su organismo que pueda afectan el

resto de su vida en forma permanente.
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de los nifios del grupo control y los que presentaron
hipertensién pulmonar (H.P.). Los datos se presentan como promedios + D.E. (rango) para
cada grupo, 0 como porcentajes, segun corresponda.

Control H. P.
Variable (n=20) (n=23)
Género (F/M) 12/8 16/7
Edad (afos) 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
Pardmetros Hemodinamicos
PPM (mmHg) < 25* 59.6 +18.2
indice cardiaco (L/min/m?) 2.5a35* 31+13
IRVP (Unidades Wood m?) 1.1a1l.6* 7643

* valor normal tomado como referencia de la literatura.

PPM: presion pulmonar media: IRVP: indice de resistencia vascular pulmonar.



PIES DE FIGURAS.

Figura 1. Concentracion de nitratos totales (NOx) en el plasma de los nifios que presentan
hipertension arterial pulmonar (HP) y los del grupo control. Cada grupo se representa por
gréficas de cajas con limites superior e inferior en los extremos. Cada grupo representa el
resultado de 20-23 datos individuales. * p< 0.05.

Figura 2. Concentracion de malondialdehido (MDA) determinado en muestras de plasma
de nifios que presentan hipertension pulmonar (HP) 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

Figura 3. Estatus antioxidante total determinado en muestras de plasma de nifios que
presentan hipertension pulmonar (HP) 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

Figura 4. Graficas que representan la asociacion entre el Estatus Antioxidante Total y la
concentracion de nitratos totales y la concentracién de malondialdehido en el grupo control

(A'y B) y los que presentaron hipertension pulmonar (C y D).
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Figura 4.
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