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ABREVIATURAS

IC -- Insuficiencia Cardiaca

SRAA -- Sistema Renina- Angiotensina-Aldosterona

FEVI -- Fraccién de Eyeccidn del Ventriculo Izquierdo

CF -- Clase Funcional de la New York Heart Association

SNS — Sistema Nervioso Simpatico

ROS -- Especies reactivas del oxigeno

RNS -- Especies reactivas del nitréogeno

SOD -- Superdxido Dismutasa

XO -- Xantina oxidasa

MAO -- Monoamino oxidasa

IAM -- Infarto agudo de miocardio

NOS -- Oxido Nitrico Sintasa

CR -- Cadena Respiratoria

DTNB -- 5,5’-ditiobis 2-nitrobenzoico

TPTZ -- Tripiridiltriazina

S -- Sulfamida

N — Naftiletilendiamina

oxiHb -- Oxihemoglobina

metHb — metahemoglobina



La insuficiencia cardiaca (IC) es un sindrome clinico caracterizado por signos y sintomas de
sobrecarga de volumen en los vasos sanguineos y el intersticio que incluye dificultad
respiratoria y edema en los miembros inferiores, asi como manifestaciones de inadecuada
perfusidn de tejidos como fatiga. En este sindrome, el corazén desarrolla un estado patoldgico
en el que es incapaz de bombear la sangre al ritmo requerido por las necesidades metabdlicas

del organismo, o solo lo puede lograr bajo presiones patoldgicamente elevadas.

Actualmente, se entiende que la IC es una patologia progresiva altamente compleja que
presenta manifestaciones  extracardiacas, incluyendo  cambios  hemodinamicos,
neurohormonales y renales que intentan mantener la homeostasis circulatoria. En la clinica, el
diagndstico y determinacién de la gravedad de la IC se realiza a través de la evaluacién fraccién
de eyeccidon del ventriculo izquierdo (FEVI) y la clase funcional de la New York Heart

Association (NYHA).

Se ha encontrado evidencia que indica que la disfuncién ventricular aumenta como resultado
del aumento de la produccién de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (ROS/RNS), lo
que resultd en la formulacidon de la hipdtesis oxidativa de la IC, que postula que la IC estd
caracterizada por un estrés oxidativo especifico del corazén y sistémico que resulta en una
funcién miocdrdica disminuida. Las ROS y RNS son producidas en el corazén por varios
mecanismos, como producto secundario de la fosforilacidn oxidativa, como producto de la
xantina oxidasa, la NADPH oxidasa y la dxido nitrico sintasa. Estas especies estan implicadas en
los procesos de patogénesis cardiaca como hipertrofia, contraccidon reducida, apoptosis de

miocitos, remodelacidén del miocardio, entre otros.

Este trabajo se basa en la hipdtesis oxidativa de la IC, y tiene como objetivo determinar si
existe una relacion entre los pardmetros clinicos usados para evaluar la IC, y biomarcadores de
estrés oxidativo y estrés nitrosativo analizados. Los factores prondsticos no convencionales
estudiados son: concentracion de tioles reducidos, capacidad antioxidante del plasma,

concentracion de nitrito y nitrato, y relacion dimero/mondémero de hemoglobina.

Se observd un aumento en varios de los marcadores de produccidn sistémica de ROS/RNS en
pacientes con una prognosis pobre, como por ejemplo una disminucién de la concentracidn de
tioles en el plasma de pacientes con sintomas mas graves, y un aumento el de la relacidén

dimero/mondmero de Hb con el avance de la enfermedad.



INTRODUCCION

Insuficiencia Cardiaca

La insuficiencia cardiaca (IC) es un sindrome clinico caracterizado por signos y sintomas de
sobrecarga de volumen a nivel intravascular y posterior transmisidon a nivel del intersticio, que
incluyen disnea y edemas de miembros inferiores, asi como manifestaciones de perfusion

tisular inadecuada, como fatiga y mala tolerancia al ejercicio.[1]

En este sindrome el corazén desarrolla un estado patolégico en el que es incapaz de bombear
la sangre al ritmo requerido por las necesidades metabdlicas del organismo, o solo lo puede
lograr bajo presiones patolégicamente elevadas. La insuficiencia cardiaca esta asociada con un

bajo rendimiento cardiaco y excesiva vasoconstriccion periférica.

Actualmente, se entiende que la IC es un sindrome clinico altamente complejo que presenta
manifestaciones extracardiacas, incluyendo cambios hemodindamicos, neurohormonales vy
renales que intentan mantener la homeostasis circulatoria. A largo plazo estos cambios son
perjudiciales, y resultan en retencion excesiva de sodio y fluidos, cambios en el flujo de sangre

muscular, patrén de respiracion alterado, estado inflamatorio y activacion inmune.

La IC es una patologia progresiva que se inicia cuando un evento dafa el miocardio, resultando
en la pérdida de cardiomiocitos, o alternativamente, en la disminucion de la capacidad del
miocardio de generar fuerza, causando que el corazén pierda su contractibilidad normal. Este
evento lesional que inicia la IC puede ser abrupto, como en el caso de un infarto al miocardio,
puede ser gradual, como en el caso de un aumento de la presién o sobrecarga de volumen, o
puede ser hereditario como en el caso de varias cardiopatias genéticas. A pesar de las
diferencias, todos estos eventos tienen la caracteristica comuin de que, de alguna manera,
disminuyen la capacidad contractil del corazén. Luego de este evento se observa un deterioro

progresivo de la funcion contractil del miocardio (disfuncion sistdlica).

La disfuncion del ventriculo izquierdo (V1) es necesaria pero no suficiente para el desarrollo del
sindrome de IC, por lo que los sintomas de IC pueden verse en los pacientes después de
transcurrido un tiempo desde el evento daiiino inicial, se cree que esto es debido a que los
mecanismos compensatorios que se activan al bajar la funcién cardiaca, logran mantener la

funcién del VI por un periodo variable. Estos mecanismos regulatorios incluyen la activacién



del sistema nervioso simpatico para retener agua y sales, asi como la produccién de sustancias

vasoconstrictoras como prostaglandinas, péptido natriurético y éxido nitrico (NO®)[2, 3].

Luego del dafio al corazén los pacientes pueden permanecer asintomaticos por un periodo
variable de tiempo; la transicién a una IC sintomatica se da por mayor activacion de sistemas
neurohormonales y de citoquinas, asi como por cambios adaptativos en el miocardio, llamados

colectivamente remodelamiento del miocardio.

La importancia de la IC como patologia es creciente, puesto que su incidencia y prevalencia
estd aumentando y es la principal causa de hospitalizacién de adultos mayores de 65 afios. Se
trata de la enfermedad que mas gastos ocasiona en los paises industrializados. A pesar de los
avances en el tratamiento, asi como en el diagndstico, el prondstico de la IC sigue siendo malo,

y los pacientes sufren numerosas recaidas y por lo tanto reingresos al hospital.

EPIDEMIOLOGIA

Debido a que la IC se trata de un sindrome clinico, su definicion puede ser imprecisa, el
diagndstico del sindrome se debe hacer en base a los signos y sintomas de la IC, combinado
con evidencia objetiva de disfuncidn cardiaca. La ecocardiografia es un método confiable para
detectar cambios estructurales y funcionales en el corazdn. La cuantificacién del grado de
disfuncidon cardiaca se ha hecho en referencia a la fraccion de eyeccidon del ventriculo

izquierdo, siendo mayor a 50-60% tomado como normal.

La prevalencia de la IC aumenta significativamente con las décadas de vida, especialmente a
partir de los 50 afios, el sindrome es raro en individuos menores [4]. La prevalencia general de
la IC es de 2%, pero aumenta marcadamente en los adultos mayores[5]. Un estimado muestra

gue 4 millones de estadounidenses y 6 millones de europeos sufren de IC.

El “Framingham Heart Study”[6], un gran estudio de cohorte realizado en Estados Unidos,
mostré que la incidencia de la IC es de 0.2-0.3% en personas de 50-59 afios de edad,
aumentando 10 veces en los de 80-89 afios. Los datos de la poblacién inglesa son similares,
con 0.12% de incidencia en el primer rango de edad y un 1.2% en el rango de 80-89 afios[7]. La
incidencia ajustada por la edad de la IC no ha disminuido en los pasados 20-30 afios, a pesar
del control de factores causales como infarto agudo de miocardio (IAM), hipertensién y

enfermedad coronaria [8]. Debido al envejecimiento de la poblacién, la incidencia no ajustada



a la edad va en aumento, por lo que hay un aumento en las admisiones absolutas, haciendo

que la IC siga siendo una carga para los servicios de salud y un costo a la sociedad[9].

En nuestro pais, asi como en la regidén, los datos epidemioldgicos sobre la IC son escasos e
incompletos, pero la IC también es un problema de salud importante; segin el Segundo
Consenso Uruguayo de IC[1], la prevalencia seria de 17,6/1.000 pacientes asistidos y la

incidencia se situaria en 4,6/1.000 pacientes asistidos.

Estudios muestran que 30-40% de los pacientes que sufren IC mueren en el afio posterior al
diagndstico y el 60-70% en los 5 afos posteriores, debido a disminucion de la funcién

cardiaca[10].

ETIOLOGIA

Las causas de la IC son diversas y multifactoriales. El desarrollo de la IC es usualmente una

secuencia lenta de eventos que pueden incorporar varias causas y afectar multiples érganos.

El sindrome de IC se desarrolla como consecuencia de una anormalidad en la estructura,
funcién, ritmo o conduccidn cardiaca. La mayor parte de los casos de IC son consecuencia del
deterioro progresivo de la funcidon contractil miocdrdica y la sobrecarga de presién o de
volumen, como ocurre con frecuencia en la lesién isquémica o en la cardiomiopatia dilatada.
Otra causa, menos frecuente, es la incapacidad de la camara cardiaca para relajarse,
expandirse y llenarse lo suficiente durante la diastole, aceptando un volumen en sangre
ventricular adecuado, como sucede en casos de hipertrofia ventricular izquierda masiva,

fibrosis miocardica, depdsito amiloide o pericarditis constrictiva[11].

En paises mas desarrollados la causa mas comun es la disfuncidn ventricular, que resulta
principalmente del infarto al miocardio debido a enfermedades coronarias, hipertension o
ambas. Otras causas comunes son cardiomiopatia dilatada, que puede tener base genética o
cardiomiopatia alcohdlica. En paises menos desarrollados, es comun que la causa sea la

enfermedad valvular reumatica, enfermedad de Chagas o fibrosis endomiocardica.

La hipertension se ha asociado al desarrollo de insuficiencia cardiaca en varios estudios
epidemioldgicos. Esta predisposicion es causada por varios mecanismos, incluyendo hipertrofia
del ventriculo izquierdo, lo que aumenta el riesgo de infarto al miocardio y arritmias. La
hipertension no tratada puede llegar a la dilatacion del VI, que en algunos casos puede

evolucionar hasta cardiopatia dilatada. De la misma forma, enfermedades valvulares,



congénitas y algunos trastornos que afectan érganos extracardiacos como enfermedad
obstructiva crdnica pulmonar e hipertiroidismo sin tratar pueden llevar, en ultimo término, al

desarrollo de IC.

Los factores de riesgo coronario como la diabetes mellitus y ser fumador son marcadores del
desarrollo de fallo cardiaco. El sobrepeso y altos valores de colesterol en plasma también son
factores de riesgo para desarrollar insuficiencia cardiaca, esto es debido a sus efectos en las

arterias coronarias.

Muchos pacientes portadores de IC tienen comorbilidades relacionadas con el problema
cardiaco subyacente de la IC o su causa (ej. angina, hipertension, diabetes, enfermedad
pulmonar) o con la edad. También pueden desarrollarlas debido a la IC (ej. arritmias) o a su
tratamiento (e]. gota por los diuréticos). La presencia de estas comorbilidades puede causar la

intolerancia a algunas drogas por lo que el manejo de la IC se hace mas complejo[10].

FISIOPATOLOGIA Y PROGRESION

La primera anormalidad que se observa en el corazén que luego desarrollara una IC es la
disminucién de la funcién del ventriculo izquierdo, llevando a una disminucién del rendimiento
cardiaco. Esto desencadena una serie de respuestas fisiolégicas compensadoras, que en el
corto plazo ayudan a mantener la perfusion normal de los tejidos y mejorar el ambiente
mecanico del corazdn, pero que a largo plazo son dafinos y cumplen un rol fundamental en el
desarrollo de falla cardiaca crénica[2]. En la Figura 1 se muestra un esquema de como los

mecanismos compensadores influyen en la progresién de la IC.

El bajo rendimiento cardiaco disminuye la perfusién renal, activando el sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), la angiotensina Il es un potente vasoconstrictor de la
circulacion renal y sistémica, y la aldosterona promueve la retencién de agua y sal. Este
sistema ayuda a mantener el rendimiento cardiaco en el corto plazo, ya que causa
vasoconstriccion y aumento en el volumen de sangre, pero es perjudicial en el largo plazo, ya
que no solo causa sintomas de retencion de liquidos, sino que también causa dafio adicional al
miocardio mediante la fibrosis y apoptosis mediadas principalmente por angiotensina Il y

aldosterona[12].



Disfuncion del Ventriculo lzquierdo %

L Presion Sanguinea ‘ Perfusion Renal

| T Activacion Simpatica/liberacion Noradrenalina } ;II T Activacion SRAA
I_l 1
v v L v y

Toxicidad directa al Frecuencia cardiaca Vasoconstriccion Reabsorcion de Sodio Fibrosis Intersticial

miocardio aumentada y agua

y

v Estrésen las

f Demanda O, |¢_T paredes del
Ventriculo

y

REMODELAMIENTO DEL MIOCARDIO

\ 4

Figura 1.Bases fisiopatologicas de la progresion de la IC.

La reduccién en el rendimiento cardiaco también es detectada por barorecepetores, por la
disminucién de la presién arterial, lo que causa que se active el sistema nervioso simpatico
(SNS) que aumenta la contractilidad miocardica, la frecuencia cardiaca, y la vasoconstriccion
periférica. A largo plazo, esta activacion del sistema nervioso simpatico (SNS), que aumenta las
concentraciones de noradrenalina en sangre, ejerce mas estrés en el corazén y acelera el

proceso de remodelamiento del miocardio, con dilatacion de las paredes del VI [13].

No todas las respuestas neurohormonales son perjudiciales para el corazén. En respuesta a la
tensién cardiaca aumentada se secreta mas péptido natriurético del tipo B, péptido que actua
para aumentar natriuresis, diuresis y la vasodilatacién, por lo tanto contrarrestando la
vasoconstriccion intensa y la retencién de fluidos y sodio causado por otros cambios

neurohormonales y hemodinamicos[2].

Modelos experimentales han demostrado que concentraciones fisiopatoldgicas de
neurohormonas son suficientes para reproducir ciertos aspectos similares al fenotipo de IC
[14, 15]. Ademas, el tratamiento con antagonistas de estas neurohormonas lleva a mejoras
clinicas en los pacientes con IC. La efectividad de estos antagonistas disminuye o se pierde al
avanzar la IC, esto puede ser debido a que la dosis necesaria de inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE) o bloqueadores B para inhibir completamente el sistema
renina-angiotensina causaria efectos secundarios negativos o a la existencia de vias

metabdlicas alternativas de las neurohormonas que no son inhibidos por los tratamientos



convencionales. Ademdas existen otros sistemas que se activan en la IC que no son

antagonizados por las drogas utilizadas.

Por lo tanto, aunque el inicio del proceso patogénico es causado por un evento inicial como
puede ser un infarto al miocardio, la evolucién de la IC es controlada por eventos que pueden
estar alejados en el tiempo del evento inicial, como la liberacién abundante de
neurohormonas y la liberacién local de citoquinas proinflamatorias, asi como fuerzas

mecanicas alteradas incluyendo el aumento del estrés en las paredes de las camaras. [3].

Durante la progresiéon de la IC, el corazén cambia su forma y tamafio en respuesta a sefiales
mecdnicas y bioquimicas, estos cambios se Illaman remodelamiento del miocardio. Este
proceso se da por una variedad de mecanismos incluyendo apoptosis, disminucidn de las fibras
de coldgeno que mantienen juntos a los cardiomiocitos, hipertrofia de los cardiomiocitos y el
aumento de la matriz intersticial. Tanto las fuerzas mecanicas como el estrés aumentado sobre
las paredes del corazén, asi como neurohormonas y citoquinas estimulan la hipertrofia de los

cardiomiocitos[16].

Las vias que determinan si un cardiomiocito sufrird hipertrofia o iniciara la via de la muerte

programada son muy complejas y estan descriptas incompletamente.

La convergencia de hipertrofia y apoptosis de los miocitos, alteraciones del citoesqueleto, y
fibrosis reparativa regulan el tamafo, forma y fuerza del corazén, llevando al remodelamiento

progresivo y al desarrollo del sindrome de IC.

Remodelamiento del Ventriculo Izquierdo

El remodelamiento progresivo del ventriculo izquierdo esta directamente relacionado con el
deterioro de la funcién del mismo y con una evolucion clinica desfavorable en pacientes con IC.
El remodelamiento del miocardio parece contribuir independientemente a la progresién de la
IC. Este proceso impacta en la biologia de los cardiomiocitos, en el contenido de

cardiomiocitos del miocardio, y en la geometria o arquitectura de la cdmara del VI.

Alteraciones en la biologia del cardiomiocito

Numerosos estudios han demostrado que el cardiomiocito sufre cambios que pueden
contribuir a la pérdida progresiva de la funcion contractil, incluyendo disminucién en la
expresion de la cadena pesada de la a-miosina, pérdida progresiva de los miofilamentos,
alteracion de las proteinas del citoesqueleto, alteracion en el acoplamiento excitacidn-

contraccion, y desensibilizacion a la sefializacion por [-adrenérgicos. Cuando se han



examinado cardiomiocitos en condiciones experimentales, se ha encontrado que existe un
50% de disminucién en el acortamiento de los cardiomiocitos humanos provenientes de un

corazdn con falla cardiaca respecto a los cardiomiocitos de un corazén sano [17].

La deformacién mecanica de la membrana de los cardiomiocitos, que puede suceder al
aumentar la presién de llenado del VI, esta implicada la expresidon génica temprana, sintesis
proteica, y aumento de tamafio de las células. Ademas de las sefiales mecdnicas, los factores
neuroenddcrinos como la angiotensina Il, endotelina I, norepinefrina, estan asociados al
aumento en el tamafio de los miocitos y a la hipertrofia cardiaca. Citoquinas como el TNF-a
son liberadas por el corazén y se relacionan con hipertrofia de los miocitos y con la apoptosis.
La expresiéon aumentada de citoquinas mediadoras de inflamacion cardiaca podria contribuir
directamente al desarrollo del remodelamiento del miocardio, asi como se demostrd para

SRAA [3].

Alteraciones en el miocardio

Las alteraciones que aparecen en el miocardio incluyen las que ocurren en el volumen de
cardiomiocitos, y los cambios en el volumen y la composicién de la matriz extracelular. Existe
evidencia que muestra que la pérdida progresiva de cardiomiocitos en el miocardio debido a la
muerte celular por necrosis y apoptosis, contribuye a la disfuncién cardiaca y al

remodelamiento del VI observada en la IC.

Existen cambios importantes que se observan en la matriz extracelular del miocardio como el
desarrollo de fibrosis perivascular, asi como el excesivo depdsito de colageno que ocurre luego
de la muerte de los cardiomiocitos. Se ha probado que la angiotensina Il, la aldosterona y la
endotelina son suficientes para provocar una fibrosis excesiva en el tejido miocardico, lo que
da un fundamento bioquimico al desarrollo de la fibrosis en la IC[18]. La fibrosis del miocardio
puede explicar parte de la progresiva disminucién de la funcién contractil que ocurre en la falla

cardiaca.

Durante el remodelamiento del miocardio ocurre una dilatacion progresiva del VI, se ha
sugerido que esto se puede explicar en parte por la activacion de las matriz metaloproteinasas
que ocurre en la IC, estas enzimas lisan el colageno, degradando la matriz extracelular y
causando el reordenamiento de grupos de cardiomiocitos en la pared del VI, la disminucién del

grosor de la misma y la dilatacién del VI que se observa en la IC[3].
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Alteraciones en la geometria de la camara ventricular

Los cambios que ocurren en la biologia de los cardiomiocitos y en el miocardio contribuyen al
desarrollo de dilatacion del VI y la disfuncidon del mismo que ocurre durante el proceso de
remodelamiento, ademas se encontraron evidencias que las alteraciones en la geometria del

VI contribuyen al agravamiento de la IC.

El corazén, luego del proceso de remodelamiento, tiene mayor tamafio y una forma mas
esférica. Esto crea cargas mecanicas para el corazén, ya que aumenta el volumen diastdlico y
en consecuencia el estrés en la pared al final de la diastole, lo que aumenta el trabajo del
ventriculo y el consumo de oxigeno. Esto, junto con la disminucién del grosor de la pared del
ventriculo izquierdo, disminuye el rendimiento cardiaco. El aumento en el estrés sobre la
pared del VI lleva a la expresion sostenida de genes activados por estiramiento como el de Ang

Il, TNF y endotelina y a un aumento del estrés oxidativo por hipoperfusién[17].
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FACTORES DIAGNOSTICO CONVENCIONALES EN INSUFICIENCIA CARDIACA

FRACCION DE EYECCION DEL VENTRICULO IZQUIERDO (FEVI)

La fraccién de eyeccidn del ventriculo izquierdo (FEVI) es la relacidén entre el volumen sistélico
total y el volumen diastdlico final; mediante este indicador, expresado en porcentaje, se mide
la disminucidn del volumen del ventriculo izquierdo del corazdn en sistole, con respecto a la

diastole. En un ventriculo izquierdo normal la fraccién de eyeccién es mayor de 55%.

Una FEVI del 45-50% indica que el corazén estd sélo un poco mds débil de lo normal
(disfuncién ventricular izquierda leve). Entre el 35-45% hablamos de disfuncién moderada del
ventriculo izquierdo. Y menos del 35% es ya una disfuncion severa del ventriculo izquierdo;

estos son los corazones mas disfuncionales.

Varios estudios clinicos han mostrado que la medida de la FEVI es de los predictores mas
precisos del diagndstico en pacientes con IC. Sin embargo, la correlacidon entre la FEVI y la
tolerancia al esfuerzo es escasa, por lo que un paciente con una FEVI del 20% (severamente
disminuida) puede estar asintomatico, mientras que otro paciente con una FEVI del 45%

(disfuncidn sélo leve) puede presentar sintomas muy marcados de insuficiencia cardiaca[19].

La ecocardiografia es el método mds comunmente utilizado para valorar la funcién ventricular.
Permite valorar, ademas de la FEVI, el grado de dilatacion ventricular, el grosor de las paredes,
movimientos anormales en las paredes y septos, presencia de trombos, obstruccién de tractos

de salida del flujo sanguineo y tracto pericardico.

La determinacién de la funcién ventricular izquierda es fundamental en el manejo de los
pacientes de IC. La historia, el examen fisico, la radiografia de térax y el ECG muchas veces no
permiten distinguir entre disfuncion sistélica y diastélica del ventriculo izquierdo (FEVI >40%).
Igualmente, la radiografia de térax debe realizarse ya que en esta se puede observar la
presencia de cardiomegalia, que en pacientes sintomaticos es altamente sugestiva de IC. Por
otro lado, la radiografia puede ayudar a distinguir la IC de otras causas de disnea, como
afecciones pulmonares y valvulopatias calcificadas. También debe realizarse un
electrocardiograma, pues puede mostrar elementos de isquemia, arritmia, infarto previo,
hipertrofia ventricular izquierda y trastornos de la conduccién, aunque estos cambios sean

inespecificos[20].
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CLASIFICACION FUNCIONAL DE LA NEW YORK HEART ASSOCIATION

La congestién y edema pulmonares presentes en la IC determinan la disminucidon de los
volimenes aéreos y de la distensibilidad pulmonar llevando a una alteracién ventilatoria
restrictiva. Esta es proporcional a la severidad de la IC y mejora con el tratamiento. Estas
alteraciones incrementan el trabajo respiratorio y deterioran el intercambio gaseoso, lo que,
sumado a la disminucion de las fuerzas musculares respiratorias y esqueléticas, produce disnea

y fatiga, sintomas caracteristicos de la IC.

La clasificacion comunmente utilizada para cuantificar el grado de limitacién funcional
impuesta por la IC fue inicialmente desarrollada por la New York Heart Association (NYHA).
Esta clasificacién establece cuatro categorias, que se muestran en la Tabla 1, en base a cémo la

IC afecta a la actividad fisica del paciente.

La clasificacion funcional tiene un importante valor prondstico y se utiliza como criterio
decisivo en la eleccién de determinadas intervenciones terapéuticas, tanto médicas como
quirurgicas. La evaluacién periddica de la clase funcional permite seguir la evolucion y la

respuesta al tratamiento.

La clasificacion de la NYHA puede ser detallada de la siguiente manera: clase | y Il corresponde
a una IC leve, la clase lll a moderada y la clase IV a una IC severa. Para una IC clase |, no hay
limitacion en la actividad fisica, ya que la actividad fisica regular, no causa, fatiga o falta de
aliento. Cuando un paciente esta atravesando una IC clase Il, la actividad fisica es levemente
limitada ya que la actividad fisica comun, causa fatiga o disnea. Cuando la IC es clase lll, existe
una limitacién significativa de la actividad fisica, ya que actividad fisica ligera puede causar
fatiga y dificultades respiratorias. Cuando un paciente sufre IC severa, es decir clase IV, es

incapaz de realizar cualquier actividad fisica ya que causaria malestar y dolor [21].

Clase funcional | || Actividad ordinaria sin sintomas. No hay limitacion de la actividad fisica.

El paciente tolera la actividad ordinaria, pero existe una ligera limitacion de la

Clase funcional Il P - . . i
actividad fisica, apareciendo disnea con esfuerzos intensos.

La actividad fisica que el paciente puede realizar es inferior a la ordinaria,

Clase funcional Ill . g5 .
est& notablemente limitado por la disnea.

El paciente tiene disnea al menor esfuerzo o en reposo, y es incapaz de

Clase funcional IV . . - .
realizar cualquier actividad fisica

Tabla 1. Clasificacion de la insuficiencia cardiaca segun la NYHA.
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ESTRES OXIDATIVO Y ESPECIES REACTIVAS

La mayoria del oxigeno utilizado en la célula se reduce completamente a agua por 4 electrones
en la mitocondria, pero también puede ocurrir la reduccidn parcial en procesos tanto
fisiolégicos como patoldgicos, lo que produce especies con mayor reactividad que el oxigeno

molecular, las llamadas especies reactivas del oxigeno (ROS por su sigla en inglés)[22].

Las ROS son definidas como moléculas derivadas del oxigeno con inestabilidad y reactividad
guimica caracteristica. Existen varias formas reactivas del oxigeno, algunos son radicales libres
como el superdxido y el radical hidroxilo, y otras son formas no radicales como el peréxido de
hidrogeno. Los radicales libres son moléculas que tienen un electrén desapareado, esto les
otorga una reactividad e inestabilidad caracteristica. Los ROS son formados por el metabolismo
aerdbico normal en la mitocondria por fuga de electrones y por el metabolismo enzimatico de

sustratos enddgenos y exdgenos.

En condiciones fisioldgicas, bajos niveles de ROS y especies reactivas del nitrégeno (RNS)
cumplen varias funciones en la mayoria de los drganos y sistemas, como defensa del huésped,
inflamacidn, activacion de factores de transcripcion, sefializacidon celular, crecimiento celular,
senescencia y muerte, y sensores del nivel de oxigeno. Pero si la generacion de especies
reactivas aumenta sin ser removidas eficientemente, éstas se acumulan, y el exceso de las
mismas es perjudicial no solo por el dafio oxidativo no especifico que causan al ADN, proteinas,
lipidos y otras macromoléculas, sino también desregulando cascadas de sefializacion redox,
llevando eventualmente a disfunciones celulares y de érganos, asi como a muerte celular. Este
desbalance se conoce como estado de estrés oxidativo. La modificacion de moléculas
celulares, como proteinas, por los ROS se denomina dafio oxidativo. En las células existen
defensas antioxidantes, tanto enzimaticas como no enzimaticas, como la superéxido dismutasa
(SOD), catalasa, glutation peroxidasa, vitamina E, vitamina C, entre otras, para proteger a la

célula del dafio oxidativo.

ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO (ROS)

La especie reactiva del oxigeno producida primariamente en las células es el radical superdxido
(02%), por reduccion por un electron del oxigeno, que se genera como producto secundario en
la cadena de transporte de electrones[23], asi como en otras reacciones catalizadas por
enzimas citosdlicas y mitocondriales (NADPH oxidasa, XO, MAO, entre otras). El superdxido es

transformado a perdxido de hidrogeno (H;02) por superdxido dismutasas (SODs), enzimas
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antioxidantes que se encuentran tanto en la mitocondria como en el citosol. Esta especie
puede difundir mas facilmente en la célula ya que es neutra, mas estable y permeable en

membranas.

El superéxido puede inducir efectos dafinos por su reaccién con *NO que genera peroxinitrito
(Ecuacion 1)[24], un oxidante bioldgico fuerte, ademas de ser altamente reactivo con especies

gue contienen metales de transicidn, por ejemplo oxidando clusters de hierro azufre.

"NO + 05~ — ONOO"™

Ecuacion 1. Formacién de peroxinitrito por reaccidn del éxido nitrico y superdéxido

El H,0, es un metabolito celular normal, producido constantemente en las células, y su
concentracién se mantiene baja por accion de las peroxidasas. La reactividad del H,0, con la
mayoria de las biomoléculas es relativamente baja, la mayoria de los efectos perjudicales del
peroxido son causados por su reaccidon con metales de transicidn y enzimas. Las proteinas que
contienen tioles son vulnerables a la oxidacién por H,0,, su oxidacién reversible a disulfuros o
acido sulfénico, reacciéon que se observa en la Ecuacién 2, controla las funciones biolégicas de
varias maneras. Se pueden alterar quimicamente cisteinas pertenecientes al sitio activo,
alterar interacciones intermoleculares, o regular la actividad por modificacidon de cisteinas
alostéricas. Entonces la funcidon de estas proteinas puede ser regulada por el H,0,, lo que
constituye un mecanismo de sefalizacién redox. Cuando las concentraciones de H;0;

aumentan por sobre el nivel normal, se produce un desbalance en estas vias de sefializacion.

H,0

R'SH
RSH + H,0, —— RSOH RSSR'

Ecuacion 2. Oxidacidn de toles mediada por el H,0>

El H,0; producido en la mitocondria puede ser eliminado por enzimas mitocondriales o
difundir a través de la membrana hacia el citosol donde puede ser removido por los sistemas
antioxidantes citosdlicos. Cuando no es metabolizado por los sistemas antioxidantes de la

mitocondria, el H,0, puede generar, por escision reductiva, el radical hidroxilo (OH®) a través
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de la reaccidon de Fenton, que se muestra en la Ecuacién 3, catalizada por metales de
transicién. Las células tienen mecanismos para que no haya metales de transicién libres, pero
en condiciones de estrés, el superdxido puede reaccionar con los grupos prostéticos metalicos
de las enzimas, liberdndolos al medio, donde estdn disponibles para catalizar la reaccién de
Fenton. El radical hidroxilo es el oxidante mds potente producido en sistemas bioldgicos,
reacciona rapida e indiscriminadamente con la mayoria de las biomoléculas presentes en el

sitio de su formacidn, por lo que su formacién a nivel celular es esencialmente perjudicial [25].

0, + Fe(lll) —>Fe(ll) + O,
Fe(ll) + H,0,—> OH" + OH-

Ecuacion 3. Formacion del radical hidroxilo mediante reaccion de Fenton

Otra ROS altamente reactiva que se ha empezado a estudiar en los ultimos afios es el radical
carbonato. La formacién de este radical se demostrd directamente en mezclas de peroxinitrito
y bicarbonato, y se propone que se forme en varias condiciones biolégicamente relevantes
[26]. Debido a que el bicarbonato estd presente en sistemas biolégicos en concentraciones

milimolares, es razonable que el COs;* tenga implicaciones biolégicas.

El COs™ es un fuerte oxidante de un electréon, que al estar cargado es un agente oxidante
importante en medios acuosos, donde su blanco mds importante es el GSH, también oxida
residuos aminodcidicos expuestos al solvente en proteinas, en especial Tyr, Trp, y Cys. Como
este radical oxida las biomoléculas a radicales, sus efectos no son discriminados facilmente de
otros oxidantes de un electrén, esto contribuye a que este radical no se haya estudiado de

forma significativa [27]
ESPECIES REACTIVAS DEL NITROGENO

Las especies reactivas del nitrogeno son el éxido nitrico (NO*) y sus derivados, los que incluyen
especies radicalares como el didxido de nitrdgeno radical, y especies no radicales como el
peroxinitrito. Estas especies pueden promover reacciones de oxidacidn, nitrosacion y nitracion,

cada una de ellas tiene distintos blancos bioldgicos y reaccionan de diferente forma con ellos.

El NO® es un mensajero intracelular que media varias proceso fisiolégicos como

neurotransmision, vasodilatacion, respuesta inmune y agregacion plaquetaria. La produccién
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de GMP ciclico es el principal mecanismo de transduccién de sefales utilizado por este
mensajero. Ademas de su rol fisioldgico como transductor de seiiales, el NO® puede tener un
rol citotdxico y ser un mediador patolédgico cuando es producido en tasas altas por la iNOS o
cuando se sobrestimulan las formas constitutiva. El NO® es un radical relativamente estable y
no es un oxidante fuerte, la mayoria de la toxicidad mediada por NO® se da en el contexto de
estrés oxidativo debido a la formacién de derivados del *NO que son mas reactivos que éste.
Debido a su naturaleza neutra e hidrofébica, el "NO puede difundir y concentrarse en
membranas, lo que junto con su pequefio tamafio es importante para su rol como mensajero

celular [28].

Las principales reacciones biolégicamente relevantes del *NO son con el superdxido para
formar peroxinitrito y la formacién de complejos nitrosilo con metales de transicién o aductos
nitroso con biomoléculas. Las reacciones del *NO pueden resultar tanto en actividad oxidante
como antioxidantes ya que puede reaccionar con otros radicales para dar especies mas
oxidantes y téxicas como el peroxinitrito o puede terminar reacciones de propagacion como en

el proceso de peroxidacién de lipidos [29].

El peroxinitrito (ONOO") es un oxidante muy fuerte formado por la reaccién controlada por
difusién entre el *NO y el O,"". Este oxidante se vuelve importante en contexto de produccion
aumentada de 0,7, y ha sido implicado en la patofisiologia de numerosas enfermedades. La
produccién de peroxinitrito parece estar acotada a los lugares de produccién de O;", ya que
aunque el *NO difunde a través de las membranas, el O,""no es capaz de hacerlo [30]. El
peroxinitrito y su forma 4acida, el acido peroxinitroso, pueden participar directamente en
reaccion de oxidacién por uno o dos electrones. Aunque tiene una vida media corta, es
suficiente para que difunda a través de membranas, en una distancia de uno o dos didmetros
celulares. Muchas biomoléculas son oxidadas o nitradas por los radicales derivados del
peroxinitrito, incluyendo residuos tirosina, tioles, ADN, y fosfolipidos que contienen &cidos
grasos insaturados. EIl ONOO™ puede reaccionar directamente con los tioles, causando su
oxidacion a derivados sulfénicos que pueden derivar en disulfuros. También puede reaccionar
directamente con centros de metales de transiciéon, en reacciones de oxidacidon por un
electron. Otra de las reacciones importantes del peroxinitrito es su combinacién con CO; para
dar CO3™ y NOy*, oxidantes de un electréon que median varios procesos nitroxidativos. EI NO,*
puede sufrir reacciones radical-radical de terminacidon con biomoléculas para dar productos
nitrados. EI ONOOH puede sufrir un proceso de fisidn homolitica, que genera el radical

hidroxilo y NO,°[24].
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Existen interacciones entre las ROS y las RNS, ademas de las reacciones directas, como la del
‘NO y el O,", existe una modulacién de la produccion de ROS via las RNS, por ejemplo el *"NO
inhibe la citocromo c oxidasa, aumentando la produccién de O,* por la cadena de transporte
de electrones. Ademas la existencia de dianas celulares comunes causa que sea posible inhibir
la accién de especies reactivas, por ejemplo las ROS pueden oxidar tioles que son blanco de

nitrosacion por “NO.

ESTRES OXIDATIVO

El concepto de estrés oxidativo ha evolucionado desde su primera definicién, en la que era
percibido como negativo y solamente patoldgico. En el presente se entiende que las ROS y las
RNS que causan el estrés oxidativo no estan involucradas Unicamente en procesos patolégicos

sino que sirven como seializadores en diversas circunstancias.

La definicion mds reciente de estrés oxidativo es “un desbalance entre los oxidantes y
antioxidantes en favor de los oxidantes, que lleva a una alteracién de la sefializacién y control

redoxy/o a dafio oxidativo molecular’[31, 32].

El estrés oxidativo ocurre cuando hay un desequilibro entre las especies oxidantes y las
defensas antioxidantes, esto puede ocurrir cuando existe una mayor produccién de ROS o si las
defensas antioxidantes estdn comprometidas. Este estado, resulta del metabolismo que utiliza
O, y representa un desequilibrio entre las reacciones prooxidantes y antioxidantes en el

organismo.

Debido a la capacidad de las ROS y RNS de causar dafio a biomoléculas y de regular vias de
sefializacion, el estrés oxidativo se ha asociado a varias patologias y al proceso de
envejecimiento.[33, 34] El balance entre los aspectos perjudiciales y beneficiosos de las
especies reactivas se denomina regulacion redox, y en condiciones normales, protege a las

células del estrés oxidativo, manteniendo la homeostasis redox.
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HIPOTESIS OXIDATIVA DE LA IC

Muchos estados patolédgicos han sido asociados con un aumento en las especies reactivas del

oxigeno, desde el envejecimiento hasta cancer y enfermedades cardiacas [33, 35, 36].

La hipdtesis oxidativa de la IC AENTD L TARG

propone que la misma se

caracteriza por un estado de estrés
oxidativo generalizado y especifico A T e S S S :
del corazdn, y que la misma injuria |
!
oxidativa crénica contribuye a la E £H202
PEE s s s nsn sl

falla del miocardio[37], ya que los

ROS estarian implicados en

procesos como la hipertrofia, NUCLEO RTOCORDAIA
apoptosis y remodelamiento del gaﬁ{?[:?s;w to produccion
miocardio, la influencia de las proinflamatoria AT
especies reactivas en el desarrollo e
y progresion de la IC se pOaLIon de MY
.
esquematiza en la Figura 2. NECROSIS APOPTOSIS

DISFUNCION CARDIOVASCULAR

INSUFICIENCIA
CARDIACA

Figura 2. Esquema de los efectos de las especies reactivas en el desarrollo
y progresion de la IC.

Existe un ndimero significativo de estudios in vitro e in vivo que han demostrado la formacion
de ROS en el sistema cardiovascular en respuesta a varios factores de estrés, asi como en el
corazon disfuncional [38]. Experimentos in vitro han demostrado que la excesiva produccion
de ROS y/o el deterioro de las defensas antioxidantes afectan adversamente a varias funciones
de los miocitos, disminuye la contractilidad del miocardio, causa dafio al musculo cardiaco y
puede provocar la apoptosis de los cardiomiocitos [39]. Ademas, modelos animales in vivo

mostraron el efecto de la injuria oxidativa sobre la funcion cardiaca y mostraron un posible rol
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del estrés oxidativo en la IC [40, 41]. Por ejemplo, la sobrexpresidon transgénica de la
superodxido dismutasa reduce el area de infarto en ratones, lo que respalda la afirmacién de

gue las ROS son mediadores importantes del dafio al miocardio en IAM.

Ratones que sobreexpresan la enzima antioxidante enddgena glutation peroxidasa tienen
disminuido el desarrollo de dilatacién de VI, disfuncidon y muerte tras un IAM[42]. Adema3s,
estudios realizados con resonancia electroparamagnética con spintrap demostraron

directamente un aumento en los niveles de O, en el corazén disfuncional[43].

Se han realizado estudios en pacientes que sufren de IC que apoyan la hipdtesis oxidativa, ya
qgue se observa un aumento de marcadores de estrés oxidativo[38, 44, 45], y se ha visto un
aumento en la actividad NADPH oxidasa del miocardio en pacientes con IC avanzada[46].
Ademas un ensayo clinico que estudio la inhibicidn de la xantina oxidasa, posible fuente de
ROS en la IC, mostré un aumento de la FEVI luego de ser tratados con oxipurinol en pacientes

con una FEVI inicial menor a 40 [47].

La significancia bioldgica de esta hipdtesis ha sido establecida por la extensa evidencia en
modelos no humanos, aunque todavia falta un estudio epidemioldgico importante en
pacientes que encuentre un nexo claro entre el estrés oxidativo y la enfermedad. Sin embargo,
en estudios de tamafo reducido se ha observado una relacidn entre la insuficiencia cardiaca y
marcadores de un estado de estrés oxidativo, y existen patologias especificas en las que se ha
determinado de forma clara, obteniendo el mecanismo que explica el rol del estrés oxidativo

[37].
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FUENTES DE ESPECIES REACTIVAS EN IC

La generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en el contexto de una Insuficiencia
cardiaca puede ocurrir en varios tipos celulares como cardiomiocitos, células endoteliales,

células de musculo liso vascular, fibroblastos y células inflamatorias[48].

Existe una fuerte conexidn entre el metabolismo cardiaco y la generacién de ROS, ya que vias

metabdlicas basicas que se dan en el corazén son reguladas por ROS.

Las ROS producidas en el corazén, es decir que podrian estar involucrados en la patofisiologia

de la IC, pueden ser de fuente citosdlica o mitocondrial:

FUENTES CITOSOLICAS

NADPH oxidasa

Las NADPH oxidasas son de las principales fuentes celulares de ROS que parecen tener
relevancia en muchos procesos fisiolégicos y patoldgicos en el corazén, como hipertrofia y
apoptosis. La NADPH oxidasas son una fuente celular importante de O," y existen evidencias

de que estas enzimas producen ROS que estan involucrados en la sefializacion redox [49].

Existen varias isoformas de las NADPH oxidasas que se diferencian en varias de sus
caracteristicas, y parecen jugar papeles diferentes tanto en la patofisiologia general del
corazon, asi como especificamente en la IC. Cada uno de los miembros de la familia de las Nox
esta basado en una subunidad catalitica distinta y tienen diferentes requerimientos de otras

subunidades proteicas.

De la familia de las Nox, la Nox2 y Nox4 son de las que existe mayor informacién sobre
expresion y funcién en los cardiomiocitos. Las dos isoformas son proteinas unidas a membrana
pero existen varias diferencias entre ellas. Nox2 es una enzima que se encuentra inactiva en
condiciones basales y es activada de forma aguda por estimulos como angiotensina I,
endotelina |, factores de crecimiento y citoquinas en un proceso regulado. Subunidades
regulatorias citoplasmaticas se deben unir a la subunidad de membrana para iniciar la
actividad enzimatica. En cambio Nox4 no necesita subunidades regulatorias, tiene una
actividad basal baja y parece ser regulada por los niveles de expresion, es decir la abundancia

de la proteina[50].

Existe una controversia sobre que especie reactiva es la que produce mayoritariamente la

Nox4, varios trabajos de grupos independientes reportan que produce H,O0, mientras que
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otros sugieren que, al igual que la Nox2, produce superoxido que luego dismuta a H,0,. Dado
qgue solo el superdxido reacciona con el *NO y que existen resultados que sugieren que el
peroxido hasta podria activar la eNOS, esta diferencia entre la Nox4 y otras Nox puede ser de

gran importancia.

La localizacién de Nox2 y Nox4 en los cardiomiocitos es distinta; mientras que la Nox2 se
encuentra predominantemente en la membrana plasmatica, Nox4 parece localizarse en
estructuras membranosas intracelulares. Su localizacidn exacta permanece controversial, se
piensa que esta localizada en la regidn perinuclear incluyendo reticulo endoplasmatico y/o

mitocondrias de cardiomiocitos[49].

Muchas lineas de investigacién in vivo e in vitro han demostrado que Nox2 y Nox4 cumplen un

rol importante en la patogénesis del remodelamiento cardiaco.

Muchos estudios apoyan un rol fisiopatolégico de la Nox2 en las enfermedades
cardiovasculares, lo que parece estar en concordancia con el hecho de que muchos factores de
estrés para el corazén inducen la activacién de esta isoforma[51]. Aunque no se tiene claro los
mecanismos, la Nox2 contribuye al desarrollo de la hipertrofia cardiaca inducida por Ang Il, de
fibrosis intersticial, disfuncidon contractil, y apoptosis en la remodelaciéon cardiaca o cuando
existe sobrecarga de presion[52]. Es claro que ROS derivados de la Nox2 modulan varias vias

de sefalizacidén redox en los cardiomiocitos.

Se sabe mucho menos de la funcidon de la Nox 4 en el corazén, existen reportes que su
sobreexpresion en respuesta a la sobrecarga de presidon crdnica esta acompafiada de
disminucién de la funcidn del VI, aumento de la apoptosis y fibrosis en edad avanzada pero
también hay estudios que muestran que la Nox 4 puede ser cardioprotectora en la respuesta a

la sobrecarga de presion crénica[53].

Xantina oxidasa

Esta enzima es otra fuente critica de generacién de ROS en los cardiomiocitos. En condiciones
fisiolégicas normales, XO existe como xantina dehidrogenasa (XDH) que puede ser convertida
en xantina oxidasa por protedlisis limitada u oxidacién de grupos sulfihidrilos. La xantina
oxidasa produce tanto superdxido como H,0, mediante la hidroxilacion oxidativa catalitica de
sustratos purinicos. El perdxido, en presencia de metales como hierro puede ser convertido en
hidroxilo radical, especie altamente reactiva. La localizacidn subcelular de XO es controversial y
estd descripta incompletamente, pero parece estar ubicada en el citoplasma de los

cardiomiocitos[54].
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Las ROS generadas por la XO se han implicado en dafio estructural e interferencia en vias de
sefalizacion celular. El inhibidor de la XO, alopurinol, es efectivo atenuando el
desacoplamiento mecanoenergético que ocurre en la IC[55]. El superéxido generado por esta
enzima parece interferir con la regulacién via "NO de la energética miocardica. La interaccidn
normal de la XO y la NOS puede estar alterada en IC porque la abundancia de XO en el
miocardio disfuncional estd aumentada. En el corazén normal, la actividad XO es baja, ya que
esta enzima se encuentra en forma inactiva, pero podria activarse y producir ROS en ciertas

condiciones[54].

Se ha observado aumento de la actividad XO en modelos experimentales de falla cardiaca y
pacientes en las ultimas etapas de IC, y su inhibicion ha mostrado ser beneficiosa en modelos

de IC [47, 56], mejorando la eficiencia mecanica y el remodelamiento cardiaco.

La XO se encuentra de forma mas significativa en el endotelio vascular y en macroéfagos y
monocitos, por lo que los ROS producidos por esta enzima en dichos tipos celulares podrian
ser de importancia para los efectos de la activacidon de la XO en la IC y otras patologias

cardiacas.
Oxido nitrico sintasa

Las Oxido Nitrico Sintasas (NOS) producen *NO a partir de L-arginina, O,y NADPH, utilizando
FAD, FMN y tetrahidrobiopterina como cofactores (Figura 3). Existen 3 isoformas de la NOS,
NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) y NOS inducible (iNOS); a pesar de sus nombres
estas enzimas son expresadas en un amplio espectro de tejidos de mamiferos[57]. Esta enzima
puede estar localizada en varios compartimentos subcelulares de los cardiomiocitos y modula

la funcidn cardiaca.

+

N N- H2N 0
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+ Figura 3. Biosintesis del oxido
HaN  Coo” HaN  Coo® HsN  Coo* nitrico, reaccién catalizada por la
NOS. Extraida de [52].
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La eNOS y la nNOS son expresadas constitutivamente y producen bajos flujos de *NO en
respuesta a aumentos en la concentracion de calcio intracelular, en cambio la iNOS es
expresada en respuesta a estimulos como citoquinas, y produce flujos mayores de *NO. Los
cardiomiocitos expresan constitutivamente tanto la eNOS como la nNOS. La iNOS no se
encuentra en el miocardio sano pero su expresiéon puede ser inducida por mediadores

proinflamatorios[58].

Las NOSs pueden desacoplarse y generar superdxido en condiciones donde hay deficiencia de
su cofactor esencial tetrahidrobiopterina (BH4), que puede ser degradado por ROS, por lo que
la produccién de superdxido por esta enzima puede funcionar como un amplificador de las
acciones de las ROS, tanto de las perjudiciales como las de sefalizacion. El desacoplamiento de
la NOS involucra el dominio oxigenasa y la disociaciéon de un complejo ferroso dioxigeno que
normalmente es estabilizado por la tetrahidrobiopterina. La produccion de *“NO y superdxido
por la NOS desacoplada, se asocia a la formacién de peroxinitrito. Se ha observado una mayor
expresion y actividad de la iNOS en falla cardiaca experimental y humana, por lo que la
inhibicion de iNOS puede beneficiar a la funcién cardiaca. La hipdtesis principal es que la

mayor actividad de la iNOS contribuye a la mala adaptacidn cardiaca[59].

La nitrosilacion de residuos de cisteina en las proteinas podria modular cascadas de

transduccion de sefiales en un modo analogo al de la oxidacion de estos residuos[60].

FUENTES MITOCONDRIALES

El corazén, debido a su gran demanda de ATP, tiene el consumo de oxigeno mas alto del
cuerpo. Para cubrir sus altas necesidades de energia, los cardiomiocitos son las células con
mayor densidad de mitocondrias en el cuerpo y depende estrechamente de la energia

generada en este organelo para su correcto funcionamiento[61].

Los ROS son derivados normales de la cadena respiratoria, en condiciones fisiolégicas la
cantidad de ROS producida es muy baja y son eliminados por los sistemas antioxidantes de la

mitocondria, sin embargo este balance se rompe en varias condiciones fisiopatoldgicas.
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La ROS producida primariamente en la mitocondria es el 0,", ya que aunque la mayoria del
oxigeno es reducido a H,O por la trasferencia de 4 electrones, también se produce una
pequefia cantidad de O,", por una reduccion monoelectrénica.Los principales lugares de
produccién de O, se esquematizan en la Figura 4. Este radical es, en general, transformado a
H,0, por la accidon de enzimas de la matriz como la MnSOD y la CuZnSOD del espacio
intermembrana. La abundancia de las superoxido dismutasas, asi como su presencia en ambos
compartimentos, muestra la importancia de remover el O™ producido en la mitocondria. El
H,0; no eliminado puede producir radical hidroxilo, altamente oxidante, por lo que la
mitocondria tiene mecanismos eficientes para remover el H,0,, asi como sistemas quelantes

de metales [25].

INTERMEMBRANE SPACE
H

0, O.—> HO

Lt s

NADH

Figura 4. Principales sitios de produccién de O:*" en la cadena de transporte de electrones
mitocondrial. Extraido y modificado de [25].

Entonces, las mitocondrias son una fuente constante de especies reactivas del oxigeno como
consecuencia del metabolismo aerobio normal. Debido a esto, estas especies se podrian
producir a tasas mas altas que las del citosol, dependiendo de las condiciones metabdlicas,
siendo asociadas generalmente a procesos perjudiciales, aunque existen excepciones. El 02" es
producido principalmente en el complejo | y Il de la cadena de transporte de electrones por
fuga de electrones en el proceso de respiracién mitocondrial. Tanto el complejo | como el

complejo Il son fuentes importantes de ROS en los cardiomiocitos[43, 62].

Es importante destacar que el nivel de ROS de la mitocondria no solo depende de la tasa de
produccién de estas especies en la cadena respiratoria, sino que también esta afectado por los

sistemas antioxidantes de este organelo.



La relacion exacta entre el flujo de electrones en la cadena respiratoria, el potencial de
membrana, la produccién de ROS en la mitocondria y su aumento en ciertas condiciones,
todavia permanece controversial. Aunque se ha sugerido que en condiciones donde la cadena
de transporte de electrones se encuentra altamente reducida, como en la hipoxia, el bajo flujo
de electrones se ve acompanado por un aumento en la produccidon de ROS. Igualmente la
generacion de ROS también se puede ver aumentada cuando la cadena de transporte

electrdnico estd altamente oxidada como en una sobrecarga de trabajo en la falla cardiaca.

Cuando la produccion de ROS por la mitocondria es baja, puede ser beneficiosa, como en el
preacondicionamiento isquémico, en cambio cuando la generacién de ROS aumenta es

perjudicial y puede causar dafios al ADNmt y a las proteinas mitocondriales.

Evidencia significativa de la implicancia de los ROS mitocondriales en enfermedades cardiacas
provienen del estudio de ratones en los que se ha modificado los niveles de antioxidantes
mitocondriales; ratones con delecion de la MnSOD desarrollan una falla cardiaca
progresiva[63], mientras que los que sobrexpresan enzimas antioxidantes como la Prx 3 y la
glutatidn peroxidasa muestran una disminucidn en el remodelamiento adverso que se da luego
de un IAM[64]. Las enfermedades cardiovasculares se han encontrado asociadas a anomalias

en la estructura y funcién de la mitocondria cada vez con mas frecuencia.

En el miocardio disfuncional, existe una disminucidn de la actividad del complejo | lo que baja
la capacidad de transferencia de electrones, causando una produccién aumentada de ROS en
la IC. Esta pérdida de actividad se puede deber al ataque de las ROS, la mitocondria como
mayor productora de estas especies también puede ser el principal blanco de accién de las

mismas.

Mas recientemente se ha postulado que el dafio al ADNmt y los defectos en la transcripcion
y/o replicacion de los genes mitocondriales estén involucrados en la insuficiencia cardiaca. En
efecto, IC esta frecuentemente asociado con defectos cuantitativos y cualitativos en el ADNmt.
Existen resultados que muestran el importante rol que juega el decaimiento de la funcién
mitocondrial y del nimero de copias de ADNmt en el desarrollo de insuficiencia cardiaca que
ocurre luego de IAM. La actividad enzimatica de los complejos I, lll y IV disminuyen en la falla
cardiaca, mientras que no se observa una disminucion en la actividad enzimatica del complejo

I, ni de la citrato sintasa, las cuales son codificadas exclusivamente por el ADN nuclear[61, 65].
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La disfuncién de la mitocondria estd asociada a un aumento en la produccién de ROS, que
puede llevar a un ciclo catastréfico de decaimiento funcional, aumento en producciéon de ROS

e injuria celular.

Se pueden producir ROS en la mitocondria en otros sitios ademds de la membrana
mitocondrial interna, por ejemplo por la monoamina oxidasa. Estas flavoenzimas estan
localizadas en la membrana mitocondrial externa, y catalizan la desaminacién oxidativa de
catecolaminas y aminas biogénicas. En este proceso las MAOs generan H,0; y por eso pueden

contribuir al estrés oxidativo en el corazén[25].

DEFENSAS ANTIOXIDANTES EN EL CORAZON

Los antioxidantes son sustancias que en bajas concentraciones inhiben o disminuyen
significativamente la oxidacién de sustratos oxidables. El rol fisiolégico de los antioxidantes es
prevenir el dafio a componentes celulares por especies oxidantes, protegiendo a la célula del

dafio oxidativo.

El miocardio tiene una variedad de sistemas antioxidantes enddgenos, enzimaticos y no
enzimaticos que son suficientes para metabolizar ROS generados durante la actividad celular
normal. Los mecanismos no enzimaticos comprenden antioxidantes intracelulares como el
glutation, vitamina E y C, entre otros. Las enzimas antioxidantes mds importantes son la
superdxido dismutasa (SOD), la glutatiéon peroxidasa y las peroxiredoxinas. Ademas las
proteinas que se unen a metales de transicion son un componente crucial de los sistemas de
defensa antioxidante al secuestrar el cobre y el hierro para que no estén disponibles para

catalizar la formacion de OH" via reaccién de Fenton.

ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Vitamina E

El a-tocoferol es una sustancia lipofilica que atrapa radicales, que se encuentra naturalmente
en las membranas celulares y lipoproteinas del plasma. La vitamina E reacciona rapidamente
con radicales peroxilo (ROO°®) formados por peroxidaciéon de dacidos grasos polinsaturados,
interrumpiendo la cadena autocatalitica de peroxidacion de lipidos[66]. El radical tocoferoxil
resultante es de reactividad baja debido a la estabilizacién por resonancia y es reducido por
reacciéon con vitamina C; también puede reaccionar con otro radical tocoferoxil formando un

dimero estable. La vitamina E no previene la formacion inicial de radicales centrados en
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carbono en el ambiente rico en lipidos pero previene la formacion de radicales secundarios

deteniendo la cadena de propagacién[67].

Vitamina C

El ascorbato es un antioxidante importante en la fase acuosa que evita la propagacién en
cadena de los radicales. Puede reaccionar con superdxido, peréxido de hidrogeno, radical
hidroxilo, acido hipocloroso, y oxigeno singulete. Durante su actividad antioxidante el
ascorbato puede sufrir una reduccion por dos electrones, siendo inicialmente transformado a
radical semidehidroascorbil y luego a dehidroascorbato. El semidehidroascorbil es

relativamente estable por la dispersidon de la carga entre los &tomos de oxigeno[67].

Glutation

El glutation reducido, un tripeptido de L--glutamil-L-cysteinilglicina, es uno de los principales
antioxidantes en el compartimento intracelular, presente en concentraciones milimolares. Su
grupo sulfhidrilo puede funcionar directamente como un antioxidante donando un electrén
para neutralizar radicales asi como actuando como factor esencial para la glutatién peroxidasa.

Ademas el glutatidn es capaz de reducir la vitamina Cy E a su forma activa[33].

ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Los sistemas antioxidantes enzimaticos estan ubicados en los lugares de producciéon mas activa

de oxidantes.

Los sistemas enzimaticos mds importantes para eliminar las especies reactivas formadas

dentro de la célula son:

Superdxido dismutasa

La superdxido dismutasa es la enzima encargada de remover el superdxido formado en la
célula generando perdxido de hidrogeno que tiene a su vez efectos téxicos y debe ser
rapidamente eliminado por la glutatidon peroxidasa o la catalasa. Todos los miembros de esta
familia de enzimas utilizan metales de transicién en sus sitios activos. Existen diferentes
formas de esta enzima, con diferentes localizaciones subcelulares y distribucidn en los tejidos.

En el citoplasma se encuentra la CuZnSOD y en la mitocondria la MnSOD[23].
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Glutation peroxidasa

La glutatidn peroxidasa reduce el H,0, y otros hidroperdxidos, a expensas de glutatién y
glutatidn reductasa que utiliza NADPH como cofactor. La actividad de esta enzima depende de
niveles elevados de glutation por lo que bajos niveles del mismo hacen la célula mas sensible al
estrés oxidativo. Cuando se producen grandes cantidades de ROS, la velocidad de oxidacidon de
GSH puede ser mayor que la de reduccidon de GSSG, llevando a que éste se acumule; esta
situacién es agravada en situaciones de escasez de NADPH. Al eliminar el perdxido esta enzima

evita la formacion de radicales mas toxicos como el OH*[33].

Peroxiredoxina 3

Es una enzima antioxidante de la mitocondria, miembro de la familia de las peroxirredoxinas
que pueden eliminar peroxinitrito y peréxido de hidrogeno en cooperacion con tioles. Utiliza la
Trx-2 mitocondrial como donante de electrones para su actividad peroxidasa. Es importante

destacar que esta enzima detoxifica el peroxinitrito [61].

Los estudios realizados con esta enzima, y su localizacidn especifica en la mitocondria sugiere
gue el estrés oxidativo mitocondrial juega un rol importante en el desarrollo y progreso de la
IC y que los antioxidantes localizados especificamente en la mitocondria proveen de una

primera linea de defensa ante estos procesos patolégicos.

Catalasa

La catalasa, hemoproteina tetramérica, metaboliza al perdxido de hidrogeno a oxigeno y agua
a través de una reaccidén de 2 pasos. En la mayoria de las células la catalasa solo se encuentra
en los peroxisomas, donde es la encargada de detoxificar el H,0, formado por la B-oxidacion
de 4acidos grasos de cadena larga[68]. Una excepcidn consiste en el caso de los eritrocitos en
los que la catalasa esta presente en concentraciones relativamente altas y es una defensa

fundamental contra el dafio oxidativo en estas células.
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CONSECUENCIAS DEL AUMENTO EN LAS ESPECIES REACTIVAS

Los efectos fisiopatolégicos de los ROS dependen del tipo, concentracidn y sitio especifico de
produccién. Cuando los niveles de ROS locales son relativamente altos, estos reaccionan con
proteinas, ADN, membranas y otros, causando dafio celular considerable, ademas de generar
otros ROS mas reactivos. A bajas concentraciones la produccién local de ROS sirve como
segundo mensajero a través de la modulacién especifica de moléculas de sefalizacidn
intracelular. lgualmente, bajas concentraciones de oxidantes muy fuertes como "OH pueden
causar dafios oxidativos severos a macromoléculas y organelos de la célula que pueden llevar a
la disfuncidén cardiaca, mientras que especies menos oxidantes a bajas concentraciones estan
involucradas en la sefalizacidon redox que puede causar adaptacién o mala adaptacién del

corazon.

DANO OXIDATIVO

Cuando estan presentes en concentraciones relativamente altas, las especies reactivas son
responsables de importantes alteraciones en las estructuras celulares. El dafio oxidativo
causado por los ROS involucra basicamente 3 componentes de las células: ADN, proteinas y

lipidos de membrana.

Las proteinas son de los blancos principales de las ROS debido a su abundancia en sistemas
bioldgicos y la velocidad de su reaccién con las ROS. La mayoria del dafio oxidativo a proteinas
es irreversible y tiene consecuencias deletéreas en la estructura y funcidn proteica. El nivel de
susceptibilidad para reaccionar con los ROS depende de su nivel de insaturacién y del
contenido en grupos sulfhidrilos. La alteracién de las proteinas por los ROS puede llevar a
cambios conformacionales, oxidaciéon de los grupos SH de las proteinas y agregacion
proteica[69]. Estas modificaciones pueden llevar a cambios en la actividad enzimatica, en la
permeabilidad de canales de membrana y a la modificacidon de receptores de membranas.
Todos los residuos de aminoacidos son susceptibles de ser oxidados por la accion de ROS/RNS,
en especial los residuos metionina y cisteina. La oxidacidon de la Cys puede llevar a la
formacién de disulfuros mixtos entre la proteina y tioles de bajo peso molecular como el GSH
(glutationilacién de proteinas) [70]. La concentracidn de grupos carbonilo, formados por varios

mecanismos es un buen indicador de oxidacién proteica mediada por ROS.

Las proteinas alteradas al reaccionar con ROS son reconocidas como anormales por la célula, lo

que aumenta su susceptibilidad al ataque proteolitico, y si el dafio ocurre en proteinas de la
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superficie externa de la membrana puede inducir una respuesta inmune. Las modificaciones
redox a proteinas del miocardio como oxidacién de Cys y Met, hidroxilacién de Arg y Pro,
nitracion de Tyr, puede llevar a la alteracién de la estructura y la estabilidad, y por lo tanto de
la funcién de proteinas diversas, como transportadores de iones, receptores, caspasas,
quinasas, fosfatasas, GTPasas, factores de transcripcidon vy proteinas estructurales y
contrdctiles. Tanto los corazones envejecidos como con falla cardiaca muestran altos niveles

de proteinas oxidadas irreversiblemente, por ejemplo nitracidn de residuos tirosina.

Algunos oxidantes tienen un patréon especifico de dafio ya que reaccionan con un ndmero
limitado de residuos de aminoacidos, mientras que otros como el OH®, llevan a daifo mas

extendido y no especifico.

Alta produccion celular de RNS, conduce a un estado de estrés nitroxidativo, donde pueden
modificarse residuos de tirosina por nitracion. El mecanismo de nitracién de Tyr se da en dos
pasos, el primero es la oxidacién del anillo aromatico de la Tyr para dar el radical tirosilo y

luego la adicion de NO;°, radical derivado del peroxinitrito[71].

En caso de desarrollarse un estado de estrés oxidativo sistémico, una de las proteinas que se
espera que sufra modificaciones oxidativas es la hemoglobina, por estar en concentraciones
relativamente altas en sangre. Se han visto modificaciones oxidativas de la hemoglobina que
afectan tanto el grupo hemo como la cadena polipeptidica. Tanto el O,™, el H,0, y el ONOO"

son capaces de reaccionar con esta proteina [72, 73]

Las modificaciones de los lipidos es otra caracteristica central del dafio oxidativo. Los radicales
libres reaccionan con lipidos poliinsaturados generando perdxidos lipidicos y radicales
peroxilo. Este proceso es estimulado por la presencia de iones metdlicos y puede ser
autocatalitico, por lo que un solo radical puede modificar muchas moléculas de lipidos de
membrana. La peroxidacion de lipidos de membrana altera las propiedades de viscosidad y
deformabilidad de la misma, asi como la actividad de canales de transporte y enzimas que se

encuentran en ella[74].

El dafio al ADN resulta de modificaciones oxidativas a las bases nitrogenadas y roturas de las
hebras de ADN, esto induce la activacién de mecanismos de reparacion del ADN. Estd
comprobado que el OH® reacciona con todos los componentes del ADN, causando
modificaciones tanto a las bases nitrogenadas como al esqueleto ribosa-fosfato. Las
modificaciones oxidativas al ADN pueden ser el evento inicial en la mutagénesis,

carcinogénesis y envejecimiento[75, 76].
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ALTERACIONES EN LA SENALIZACION REDOX

La sefalizacidn redox se refiere al proceso regulatorio en el que la sefial se transmite a través
de reacciones redox. En este proceso el estado estacionario del balance redox es perturbado
por un aumento en la formacién de ROS o una disminucidn de la actividad de sistemas
antioxidantes. En este tipo de vias de sefializacion, generalmente la transmisién y
amplificacion de sefales involucran modificaciones oxidativas a proteinas. En condiciones
patoldgicas las concentraciones anormalmente altas de ROS y RNS pueden llevar a cambios
permanentes en la transducciéon de sefiales y expresiéon génica, lo que puede llevar al

desarrollo de enfermedades.

Los blancos mas susceptibles de las ROS involucrados en la sefializacidn, podrian ser los tioles
de la cisteina, cuya oxidacién puede llevar a la formacién de puentes disulfuro inter o
intramoleculares o a otras modificaciones como nitrosilacién o glutationilacién. Existen varias
proteinas cuya actividad estd modulado por el cambio en el estado redox de sus tioles. En el
corazon se han identificado proteinas moduladas de esta forma, incluyendo algunas muy
importantes para la funciéon de los cardiomiocitos. El balance entre los estados oxidados y
reducidos de estas proteinas depende de la producciéon de ROS local, la actividad de tiol-

peroxidasas y el nivel de reductores como el glutatién [77, 78].

La IC estd asociada con alteraciones de varias vias de sefializaciéon que involucran ROS en el
miocardio, incluyendo el sistema renina-angiotensina y el SNS, factores de crecimiento,
citoquinas y 6xido nitrico. Probablemente existen miltiples niveles de interacciones autocrinas

y paracrinas entre estos mediadores que resultan en efectos negativos y positivos.

La inactivacion del *NO por el superdxido lleva a alteraciones en la sefializacién celular, tanto

por la disminuciéon de la biodisponibilidad del “NO como por los efectos del peroxinitrito[79].

ROS y remodelamiento del miocardio

Durante la progresién del sindrome de IC, la interferencia de las altas concentraciones de ROS
en vias de sefializacién celular, inducen la hipertrofia de los miocitos, la alteracién de la matriz
extracelular y la muerte celular, procesos que llevan al remodelamiento del miocardio, lo que

contribuye en gran medida al desarrollo de la disfuncion cardiaca[80].

Numerosos estudios experimentales han demostrado que las ROS enddgenas estdn
involucradas en la modulacién de vias que llevan a la hipertrofia cardiaca. Las ROS juegan un

papel esencial en mediar la hipertrofia cardiaca en respuesta a agonistas alfa adrenérgicos
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como angiotensina Il, endotelina I, y TNFa en cardiomiocitos, los cuales se encuentran en
concentraciones mayores a las normales en la IC. Una de de las fuentes de estas especies
parece ser la NADPH oxidasa, en particular la isoforma Nox2, esto esta evidenciado ya que
ratones KO para Nox2, exhiben una inhibicién de la hipertrofia inducida por administracion
crénica de Ang Il. La seializacidn por ROS también estd implicada en hipertrofia causada por
sobrecarga de presién, donde se ha observado un aumento en la expresién y actividad de

Nox[50].

Las ROS también afectan al tejido conectivo, al estimular los fibroblastos cardiacos, regulando
la sintesis de colageno y activando las metaloproteasas (MMP) de matriz. Las ROS realizan esta
activacion de las MMP por varios mecanismos, no solo activan directamente estas enzimas
postranscripcionalmente sino ademas inducen la activacidon de factores de transcripcion que
regulan la expresion de los genes de las MMP. Experimentalmente, la IC esta caracterizada por
una activacién de las MMP de la matriz lo que lleva a la ruptura de las estructura de matriz de

colageno que normalmente une a los cardiomiocitos[81, 82].

El remodelamiento cardiaco conlleva una tasa aumentada de muerte celular. Las ROS/RNS son
un factor clave para la estimulacién de la apoptosis en los cardiomiocitos, células endoteliales
y fibroblastos[83]. La apoptosis es extremadamente rara en el miocardio sano, pero en
modelos experimentales de IC y cardiomiopatias, se ve aumentada y juega una rol patoldgico
significativo. En IC humanas clasificadas como clase IlI-1V, las células apoptdticas se observan
en un rango de 0.21-0.70%. Este numero puede parecer bajo, pero si uno considera que la
apoptosis tarda como maximo 24h para completarse, y que la IC se desarrolla durante varios
afios, se puede considerar que la pérdida crénica de cardiomiocitos a través del tiempo puede
tener un efecto grave en la estructura y funcién del miocardio. Estudios con ratones que
expresan una caspasa activa especificamente en el miocardio muestran una relacién directa y

causal entre los niveles de apoptosis y la progresion hacia IC avanzada[84].

Recientemente se han identificado multiples estimulos para la muerte celular de los
cardiomiocitos, como fuerza excesiva, agonistas de los receptores adrenérgicos como la

angiotensina, ROS/RNS, citoquinas proinflamatorias y alteraciones en el citoesqueleto[85].

La importancia del estrés oxidativo en la apoptosis de los cardiomiocitos es demostrada por el
hecho de que varias enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa y Prx3 reducen la
apoptosis y atenuan la progresion de la falla cardiaca[61]. El estrés oxidativo estimula la via

intrinseca de la apoptosis por varios mecanismos como la apertura del MPTP, la translocacién
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de proteinas Bax a la mitocondria, activacidn del factor de transcripcion p53 por dafio al ADN y

activacion de caspasas[86].

ROS y disfuncion contrdctil

La disfuncién contractil es una caracteristica central de la IC, que tiene una base multifactorial
e involucra cambios en la funcién contractil de los cardiomiocitos asi como la alteracién de la
estructura y propiedades de la cdmara. Estudios in vitro han demostrado que un aumento en
los ROS pueden disminuir la contractibilidad de los cardiomiocitos por varios mecanismos
como alteraciones en el ciclo del calcio, en la respuesta al calcio de los miofilamentos, asi
como efectos negativos en el metabolismo energético de las células. En IC inducida por
sobreestimulacidon se observd una correlacion entre el grado de disfuncidn contractil y la
produccién mitocondrial de ROS. En otros estudios, la produccién de radical superéxido por la
XO se correlacioné con el desarrollo de la disfuncién contractil en el VI, ya que el inhibidor de
esta enzima, alopurinol, mejoraba la funcién del VI y disminuia el consumo de oxigeno. El
efecto perjudicial del radical superdxido producido por la XO puede involucrar la inactivacion
de NO ya que este disminuye el consumo de oxigeno y aumenta la eficiencia cardiaca[50, 80,
87]. Las ROS producidas por las NADPH oxidasas también parecen estar involucradas en la

disfuncidn del miocardio que se da en la IC [88].

Se ha observado un efecto inhibitorio directo de la funcidn de los miofilamentos causada por
los ROS, aunque no se sabe el mecanismo preciso, las fuentes potenciales de estos ROS
incluyen la XO[54]. Ademads, puede haber un efecto indirecto de los ROS sobre los
miofilamentos, al afectar varias protein quinasas que inducen la fosforilaciéon de proteinas de

los miofilamentos como la troponina | y la proteina C de unién a miosina[39].

En condiciones como la insuficiencia cardiaca, el acoplamiento excitacién-contraccion, el cual
es esencial para la funcién de los cardiomiocitos, se encuentra desregulado. En este proceso, la
despolarizacién de la membrana lleva a la apertura de canales de calcio dependientes de
voltaje, y la subsecuente liberacion de calcio desde el reticulo sarcoplasmico (SR), por la
apertura de canales de calcio dependientes de calcio (RyR). La unién del calcio a la troponina,
inicia la contraccién. En la relajacidn, el calcio es activamente devuelto al SR via la SR calcio
ATPasa (SERCA). La apropiada regulacién del ciclo del calcio es esencial para el acoplamiento
excitacidon-contraccidn, y es una posible falla en los procesos patoldgicos, contribuyendo no
solo a la disfuncién contractil, sino también a la disfuncidén energética y produccién de ROS en
la mitocondria. La sefalizacion redox puede afectar a varios componentes del proceso de

acoplamiento[89, 90].
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RyR tiene 90 residuos de Cys, 20 de los cuales se encuentran reducidos por lo que serian un
blanco potencial para modificaciones redox como nitriosilacion y formaciéon de enlaces
disulfuro. Experimentos con membranas lipidicas mostraron que especies como *NO, peréxido
de hidrogeno e hidroxilo radical pueden inducir modificaciones redox en la proteina RyR. Las
consecuencias de esta modificacién varian segln la naturaleza de la especie, la concentracidn
y el tiempo de exposicidon, el tipo de modificaciéon y el residuo especifico de Cys que es
modificado. En general las modificaciones oxidativas aumentan la probabilidad de apertura del

canal, y por lo tanto la liberacién de calcio.

Recientemente algunos estudios han mostrado que la pérdida de calcio en la didstole y la
contraccion debilitada en ratas con insuficiencia cardiaca causada por hipertensién, podria
deberse a la oxidacion de RyR por superéxido proveniente de la XO, y también por la

disminucién en la nitrosilacién de esta proteina causada por la baja biodisponibilidad de *NO.

Hace ya algunos anos que se ha demostrado que la SERCa puede sufrir modificaciones
oxidativas como nitracion de tirosinas y oxidacion de cisteinas. Se piensa que bajos niveles de
ROS pueden activar a SERCA, mientras que altos niveles la inactivan debido a modificaciones
oxidativas irreversibles. La concentracién disminuida de Calcio al estimular cardiomiocitos
sometidos a estrés oxidativo inducido por perdxido de hidrogeno, podria deberse a una menor
actividad de SERCA. Aunque hallazgos hechos en otros tejidos apoyan el hecho de que existe
una regulacidn redox de esta proteina y que ésta es biolégicamente relevante, la evidencia de
esto para la isoforma de esta proteina que se encuentra en los cardiomiocitos todavia es

limitada[39].

ROS y fibrosis intersticial cardiaca

Se ha visto que el estrés oxidativo es profibrético en muchos érganos y parece ser asi también
en el corazén. Las ROS derivados de la Nox2 parecen estar involucradas en el desarrollo de la
fibrosis, ya que la fibrosis intersticial esta inhibida en ratones deficientes en Nox2. Varios
mecanismos parecen estar involucrados en los efectos pro-fibroticos de la Nox2, incluyendo
aumento en la expresion de genes y factores de crecimiento profibréticos, aumento en la

activacion de NFkB, activacion de MMP e infiltracion de células inflamatorias[89].
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ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

Este estudio esta basado en la hipdtesis oxidativa de la Insuficiencia Cardiaca. Tomando en
cuenta el hecho de que parece existir un estado de estrés oxidativo sistémico en pacientes que
sufren esta enfermedad, se decidié medir distintos marcadores del mismo en pacientes con
diferentes grados de avance de la enfermedad. Para evaluar la eficiencia de estos marcadores
en predecir la gravedad de la IC, se compararon con factores que se utilizan en la actualidad
para diagnosticar y evaluar la severidad de la IC, la Fraccién de Eyeccidon del Ventriculo
Izquierdo (FEVI) y la clase funcional segin la New York Heart Association. Los indicadores de
estrés oxidativo sistémico elegidos fueron la concentracién de tioles en plasma, la capacidad
antioxidante total del plasma, la concentracién de nitrito y nitrato en plasma, y la relacion

entre dimeros y mondmeros de hemoglobina en la fraccidn celular de la sangre.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la utilidad de factores prondsticos no convencionales para estimar la
gravedad de IC en pacientes ambulatorios portadores de la enfermedad, por comparacion con

factores de diagndstico convencionales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinacidn de parametros indicativos de estrés oxidativo sistémico: capacidad
antioxidante del plasma, concentracidn plasmatica de tioles y andlisis de dimeros de
hemoglobina en la poblacién antes mencionada.

b. Determinacién de pardmetros indicativos de estrés nitrosativo sistémico:
concentracidn de nitrito/nitrato en plasma.

c. Comparacion de los parametros bioquimicos antes mencionados, con factores

diagndstico convencionales clinicos (CF) y paraclinicos (FEVI) de IC.
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MATERIALES Y METODOS

GRUPO EN ESTUDIO

Se estudia un grupo de 95 pacientes portadores de IC que se asisten ambulatoriamente en la
Unidad Multidisciplinaria de Insuficiencia Cardiaca (UMIC) perteneciente al Departamento

Clinico de Medicina del Hospital de Clinicas “Dr. Manuel Quintela”.

Los pacientes incluidos en el estudio son diagnosticados y clasificada su severidad segun los
factores diagndstico de IC descriptos en la Introduccidn, la fraccion de eyeccidn del ventriculo

izquierdo y la clase funcional.

Los criterios para la inclusién de los pacientes en el estudio es que sufrieran una disfunciéon
sistélica con una FEVI < 40%, de cualquier etiologia (isquémica o no isquémica), de ambos
sexos, mayores a 18 afios. El criterio de exclusidn consistio en la negativa expresa por parte del

paciente en la participacion del proyecto.

Al ingreso a los pacientes se les realiza anamnesis y examen fisico que llevé a la determinacién
de la Clase Funcional de la IC segun la clasificacién de la New York Heart Association (NYHA), y
se determind la FEVI mediante ecocardiografia transtoracica. También se procede a la
extraccion de muestra de sangre venosa sistémica para realizar las determinaciones

bioquimicas.

Los pacientes seleccionados para su inclusidon en el estudio fueron debidamente informados
acerca de los pormenores del mismo. Los pacientes incluidos avalaron su participacion
mediante la firma de un consentimiento informado. Este estudio fue aprobado por la Comisién
de Etica del Hospital de Clinicas y de la Facultad de Medicina por la participacién de seres

humanos.
EXTRACCION DE SANGRE Y TRATAMIENTO DE LA MISMA
La misma se realiza mediante venopuncidn con extraccién de 20 mL de sangre venosa.

Posteriormente se centrifuga a 3000rpm a 42C por 10 min con el objetivo de separar la porcion

celular de la porciéon plasmatica. Tanto el plasma como las células se conservan a -20°C.



FACTORES PRONOSTICO NO CONVENCIONALES EN FRACCION PLASMATICA

Determinacion de la concentracion de tioles

Los tioles presentes en la fraccion plasmdtica se determinan por reaccién con 5,5'-ditiobis 2-
nitrobenzoico (DTNB, reactivo de Ellman). La muestra (50uL) se incuba con 1ml de DTNB 0.2
mM, luego la concentracién de TNB producida se mide espectrofotométricamente a 412 nm
(eTNB= 14.15 mM™ cm?). La concentracidon de tioles se expresa en relacién con la

concentracién de albumina HSA, principal contribucién de grupos SH en el plasma[91].
Capacidad Antioxidante del Plasma

La capacidad antioxidante del plasma se mide mediante la técnica FRAP (capacidad
reductora total o Ferric Reducing Antioxidant Power), que evalla la capacidad de las muestras
de reducir hierro (M in EnzVol 299, 64 de Anabel). Para realizar este ensayo se incuban 10 pL
de muestra en presencia de 240 uL de reactivo de FRAP, que consiste en FeCls 60 uM vy
tripiridiltriazina (TPTZ) 30 uM en buffer acetato, pH 3.6. A los 4 min se lee la absorbancia a 593
nm. El poder antioxidante total del plasma se calcula relacionando el cambio de absorbancia
de la muestra con la curva de calibracién realizada con una solucidn estdndar de acido

urico[92].
Determinacién de Nitrito (NO;) y Nitrato (NOs)

La concentracidn de nitrito y nitrato en el plasma de los diferentes pacientes se realiza
mediante el método de Griess, el cual se basa en la reaccién del NOy con la sulfamida (S) a pH
acido y la reaccion del producto con naftiletilendiamina (N), lo que lleva a la produccién de un
cromdforo que absorbe a 540 nm. Para determinar la concentracidn de nitrato se procedio a la
reduccion de éste a nitrito, con vanadio 25 mM final [93]. Por lo que se mide siempre
concentracién de nitrito por Griess. La concentracion de nitrato se calcula mediante la
diferencia de las concentraciones de nitrito, previamente y luego al agregado del vanadio.
Antes de realizar las determinaciones se filtra el plasma en centricones (7500g por 15 minutos)

para remover las particulas de alto peso molecular que podrian interferir con el ensayo

Para determinar la concentracién de nitrito se incuban 150uL de muestra previamente filtrada
con 150 pl de reactivo de Griess (75 UL S + 75 uL N). En el caso del nitrato se incuban 100 pL de
muestra con 100 pl de reactivo de Griess (50 uL S + 50 puL N) y 100 pL de cloruro de vanadio. La

curva de calibracidn se realiza con soluciones estandar de nitrato de sodio y nitrito de sodio.
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Las medidas en placa de las técnicas de Griess y FRAP se realizan en el lector de microplacas

absorbancia/fluorescencia UV/vis Varioskan Flash

FACTORES PRONOSTICO NO CONVENCIONALES EN FRACCION CELULAR

Electroforesis de Hemoglobina

Se determina la concentracién de oxiHemoglobina (oxiHb) y metahemoglobina (metHb)
espectrofotométricamente mediante la medida de la absorbancia a 577 y 630 nm como fue

descrito previamente[94].
oxiHb (U.M) =66 As77— 80 As3o
metHb (UM) = 279 Agzo— 3 As77.

Se analiza la existencia de productos oxidados de la hemoglobina de alto peso molecular, para
esto se preparan muestras de la porcién de gldbulos rojos para la realizacién de electroforesis
monodimensional en gel de poliacrilamida (12%), en condiciones desnaturalizantes (4% SDS)
pero no reductoras, utilizando un dispositivo HoeferMighty Small SE245 y Hoefer Small Il para
geles de 7-8 cm (AmershamPharmaciaBiotech). Cada gel se corre a una intensidad constante
de 25 mA. Se desnaturalizan las proteinas en la muestra por tratamiento a 902C por 3 minutos
en buffer de muestra (0.125 M Tris-HCI pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol, 0.053% azul de
bromofenol). En cada condicion se siembran 10 pg de proteina por carril. Para el revelado de

las proteinas en el gel se utiliza el método de tincidn con nitrato de plata.

Las medidas de cuantificacion de hemoglobina, se realizan en un espectrofotometro

VarianCary 50 UV-visible.

Andlisis Estadistico

Las determinaciones se realizan por triplicado. Las diferencias entre los diferentes
grupos se evalian mediante test de student, tomando como diferencia significativa una

p<0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en la hipdtesis oxidativa de la insuficiencia Cardiaca, se analizé la relacion existente
entre parametros clasicos de evaluacién de la severidad de la IC con el desarrollo de un estado
de estrés oxidativo crénico, analizando marcadores en el plasma y en la porcién globular de Ia
sangre, relacionados con el aumento en la concentracion de especies reactivas del oxigeno y

del nitrégeno.

Para esto se estudid la relacion de los factores utilizados en la clinica para evaluar el progreso
de la enfermedad, es decir la FEVI y la clase funcional, respecto a los indicadores de estrés
nitro-oxidativo seleccionados, que en el plasma consistieron en la concentracion total de
tioles, el valor de capacidad antioxidante del plasma y la concentracion de nitrito y nitrato, y
en la porcién globular la relacidn entre dimeros y mondmeros de Hemoglobina.

FACTORES NO CONVENCIONALES DE PRONOSTICO DE IC EN LA PORCION PLASMATICA DE
LA SANGRE

En la Figura 5 se observa la relacién de los factores de diagndstico convencionales de pacientes
con diferente grado de avance de IC, con la concentracién de tioles en plasma, la cual se
expresa como mmoles de tioles por mmol de HSA, ya que fue realizada una estandarizacion
respecto a la concentracién plasmatica de HSA de cada paciente, teniendo en cuenta que esta
proteina es la principal contribuyente de tioles en el plasma. Esta estandarizacién es necesaria
debido a que el edema es un sintoma de la enfermedad, que puede generar una disminucion
en la concentracién normal de esta proteina, ademas de las leves variaciones que pueden

existir entre diferentes individuos.
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Figura 5. Relacion entre pardmetros clinicos usados para evaluar la IC y la concentracién de tioles en plasma,
expresada como mmolSH/mmolHSA. A Relacién entre FEVI y concentracion de tioles. B Promedio de
concentracion de tioles en cada Clase Funcional. Datos expresados como promedio + SD. (*) p< 0.05. Valores
normales estimados en aproximadamente 0,7mmolSH/mmolHSA[91].



Como se observa en la Figura 5A, no parece existir una relacion entre la concentracién de
tioles en plasma y la FEVI, ya que no se observa una tendencia significativa mediante el ajuste
lineal utilizado. Segun la hipdtesis oxidativa, se esperaba que la concentracién de tioles
disminuyera a medida que la enfermedad progresa, es decir cuando disminuyera la FEVI y
aumentara la CF de los pacientes en estudio, ya que a medida que el estado del paciente se
agrava, la concentracion de especies reactivas sufre un aumento, y por lo tanto ocurre una

mayor oxidacién de tioles, disminuyendo su concentracidn en el plasma.

En el caso de la CF vemos una disminucidn significativa de la concentracidn de tioles en plasma
cuando la IC progresa desde la clase | a la clase Il (Figura 5B). Esta diferencia no se observa
entre la clase Il y la clase Illl, como se esperaba, ya que esta ultima representa un estado mas
avanzado de la enfermedad. La oxidacion de los tioles en el plasma se puede dar por varias

especies reactivas como el H,0, y el ONOO;, llevando a diferentes productos.

Para evaluar la capacidad antioxidante total del plasma se utilizé la técnica FRAP, en la Figura 6
se muestra el valor de FRAP del plasma de muestras de pacientes en relacion con los factores

diagndstico de IC.

Esta técnica evalla las defensas antioxidantes no enzimaticas del plasma de los pacientes. Si la
produccién de ROS y RNS supera la renovacidn de las defensas antioxidantes, como se espera
que suceda en un estado de estrés oxidativo crédnico como el de la IC, la concentracion de las

mismas se encontrara disminuida respecto a la concentraciéon normal.
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Figura 6. Relacion entre parametros clinicos usados para evaluar la IC y el valor FRAP del plasma. A Relacion
entre FEVI y valor FRAP. B Promedio de valor FRAP del plasma en cada Clase Funcional. Datos expresados
como promedio + SD. (*) p< 0.05
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Se esperaba que la capacidad antioxidante del plasma disminuyera con el avance de la
enfermedad, ya que al producirse una mayor cantidad de especies reactivas, los antioxidantes
se consumirian en mayor grado tanto a nivel celular como en el plasma. Como se observa en la
Figura 6, éste no fue el resultado que se obtuvo, ya que las graficas muestran una tendencia de
aumento de la capacidad antioxidante cuando disminuye la FEVI y aumenta la CF, es decir al
avanzar la enfermedad se observa un aumento de la capacidad antioxidante. Esto se
contradice con la hipétesis oxidativa de la IC, pero puede ser explicado por el hecho de que los
pacientes involucrados en este estudio estan bajo tratamiento, y algunos de los medicamentos
utilizados pueden generar una respuesta antioxidante. Al avanzar la enfermedad se trata en
mayor medida a los pacientes, explicando que aumente el valor FRAP cuando se observa una
progresion de la enfermedad a través de los indicadores diagndsticos convencionales. Otra
posible causa de esta aparente “contradiccién” entre lo encontrado y la hipétesis oxidativa de
la IC es que, al existir un aumento significativo de las especies oxidantes se active un
mecanismo compensador que aumente la concentracién de especies antioxidantes en plasma,

regulando su absorcidn, excrecidn y/o sintesis.

Para analizar el grado de produccidon de especies reactivas del nitrégeno en las diferentes
etapas de la enfermedad se evalué la concentracidn de nitrito y nitrato en plasma. El nitrito y
el nitrato son productos finales del metabolismo del 6xido nitrico y peroxinitrito endégeno. El
*NO producido por las enzimas NOS es oxidado en la sangre y los tejidos para formar nitrito y
nitrato. La reaccién del *NO con la hemoglobina produce nitrato, mientras que la oxidacion de
*NO produce nitrito. La descomposicién del peroxinitrito puede llevar a la formacién tanto de

nitrito como de nitrato.
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Figura 7. Relacion entre parametros clinicos usados para evaluar la IC y la concentracion de nitrito en plasma
medido por la técnica de GriessA Relacion entre FEVI y concentracion de nitrito en plasma. B Promedio de
concentracion de nitrito en plasma en cada Clase Funcional. Datos expresados como promedio + SD. (*) p<
0.05. Valor reportado de concentracion de nitrito en plasma de adultos sanos es de 0,466uM [92].
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Como se observa en la Figura 7 se encontrd que la concentracién de nitrito aumenta a medida
gue aumenta la gravedad de la enfermedad. Existe una diferencia significativa en la
concentracién de nitrito en el plasma entre pacientes con IC de clase funcional | y pacientes
que sufren IC con clase funcional Il y Ill. Ademds parece existir una tendencia de aumento en la

concentracién de nitrito a medida que disminuye la FEVI de los pacientes.

En el caso de la concentracidn de nitrato en plasma, se obtuvo una tendencia inversa que con
el nitrito, es decir su concentracidon parece disminuir al progresar la enfermedad, como se

puede observar en la Figura 8.
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Figura 8. Relacion entre parametros clinicos usados para evaluar la IC y la concentracién de nitrato en el
plasma medido por la técnica de Griess. A Relacidon entre FEVI y concentracién de nitrato en plasma. B
Promedio de concentracion de nitrato en plasma en cada Clase Funcional. Datos expresados como promedio
+ SD. (*) p< 0.05. Valor reportado de concentracidn de nitrato en plasma de adultos sanos es de 41,3uM [92].

Se esperaba que la relacién de los dos aniones con los indicadores diagndstico de la IC fuera
similar ya que su metabolismo estd relacionado y ambos darian cuenta de una mayor
produccién de éxido nitrico celular. La diferencia en las variaciones de concentracién de nitrito
y nitrato en plasma e puede explicar por las variaciones en la dieta de los pacientes ya que el
contenido de nitrato en la dieta es considerable y muchos vegetales son particularmente ricos
en este anién, que puede ser reducido a nitrito por bacterias de la flora normal salival, en

cambio el nitrito es mas dificil de encontrar en una dieta normal.

El aumento de la concentracion de nitrito en el plasma podria indicar un aumento en la
produccién de °*NO, lo que ocurre en situacidon proinflamatoria. Es posible que en la IC se

desarrolle un contexto inflamatorio, con aumento en la produccién de especies reactivas y que
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esto contribuya a la progresion de la enfermedad. Esto parece estar respaldado por el
aumento de citoquinas como el TNFa que ocurre en la IC, y por estudios realizados que

muestran una correlacién entre este aumento y el desarrollo y progreso de la enfermedad.

Si consideramos, como lo propone la hipdtesis oxidativa, que la insuficiencia cardiaca se da en
un contexto de aumento en la produccién de ROS, en particular de superdxido, el *NO
producido reaccionara con este radical, ya que su reaccidn se da con velocidad controlada por
difusién, y el *NO difunde facilmente a través de membranas. Esto nos permite pensar que
existird una produccion de peroxinitrito, que podria estar implicado en la fisiopatologia de la
enfermedad, causando un dafio irreversible a la mitocondria, lugar de mayor produccion de
0" (el cual no difunde por su caracter anidnico). Cuando actiia como oxidante el peroxinitrito
suele producir mayormente nitrito, en lugar de nitrato, lo que podria explicar las diferencias
gue se observaron en la relacién de estos dos aniones con los factores convencionales de

diagnéstico de la IC.

El *NO esta asociado a las especies reactivas del oxigeno no solo, por su reaccién con el 05",
sino que también puede influir en su produccidn, por ejemplo el *NO inhibe la citocromo C
oxidasa lo que puede causar una mayor produccién de 0O en la cadena respiratoria,
exacerbando el estado de estrés oxidativo, por lo tanto la una mayor produccién de °NO
indicada por la mayor concentracidn de nitrito podria estar relacionada con el aumento en las
ROS, manifestada por la oxidacion de los tioles y de la Hb. Ademas el O, reacciona con el
cofactor esencial de las NOS, tetrahidrobiopterina, causando el desacople de esta enzima, y la
resultante produccién de O,". Por lo tanto en estas enfermedades en las que parece
desarrollarse un estado de estrés nitro-oxidativo, se establece un ciclo que podria llevar, entre

otros factores, al progreso de la enfermedad.

FACTORES NO CONVENCIONALES DE PRONOSTICO DE IC EN LA PORCION GLOBULAR DE LA
SANGRE

En la porcién globular de la sangre se utilizé la oxidacién de la hemoglobina como marcador
del desarrollo de un estado de estrés oxidativo generalizado. Como producto de oxidacion de
la hemoglobina se determind la presencia de dimeros covalentes de Hb que se podrian haber
formado por oxidacidn de esta hemoproteina con peroxinitrito generado en el espacio
vascular. Luego de separar mondmeros de dimeros covalentes de Hb en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante pero no reductor, se calculd la relacién entre ellos mediante el
programa Imagel. La Figura 10 muestra el resultado obtenido un ejemplo de los geles

realizados
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Figura 10. Ejemplo de geles realizados
para evaluar la oxidacién de la Hb. En
todos los pocillos se sembraron
muestras de Hb de diferentes
pacientes.

La oxidacién de la Hb parece estar relacionada con la gravedad de la enfermedad, ya que como
se observa en la Figura 11, la misma aumenta tanto al disminuir la FEVI como al incrementarse
la CF, lo que se infiere al obtener mayores relaciones dimero/mondémero cuando los factores

diagndsticos nombrados indican una mayor progresién de la enfermedad.
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Figura 11. Relacién entre parametros clinicos usados para evaluar la IC y la relacién entre mondmeros y
dimeros de Hb presentes en la fraccidon globular de la sangre. A Relacién entre FEVI y la relacion entre
monomeros y dimeros de Hb. B Promedio de la relacién entre mondémeros y dimeros de Hb_en cada Clase
Funcional. Datos expresados como promedio * SD. (*) p< 0.05

En la actualidad se cree que los glébulos rojos actian como sumidero de especies reactivas
provenientes de los tejidos, detoxificando las mismas, tanto por la concentracidon
intraeritrocitaria elevada de enzimas antioxidantes (peroxirredoxina, SOD, catalasa, glutation
peroxidasa) como por la hemoglobina en concentracidn 20 mM. La oxidacion de Hb por
mecanismos radicalares da lugar a radicales proteicos que recombinan para formar agregados.

El aumento de la proporcién de Hb en su forma dimérica en etapas mas avanzadas de la



enfermedad podria estar indicando que en la IC los gldbulos rojos estan actuando como
atrapadores de las especias reactivas producidas en el organismo, lo que coincide con la idea

de la hipdtesis oxidativa de la IC, es decir un estado de estrés oxidativo crdnico.

Se ha observado formacién de dimeros de Hb por reaccién con peroxinitrito, formando
dimeros reducibles por mercaptoetanol y no reducibles por mercaptoetanol, es decir, unidos
por puentes disulfuro o ditirosinas, respectivamente, por lo que el aumento de dimeros

covalentes de Hb encontrados podria indicar, una produccién aumentada de ONOO".

La oxidacién de hemoglobina por peroxinitrito puede llevar a la produccién de nitrito o nitrato,
por lo que si esto pasara en forma significativa en el contexto de la insuficiencia cardiaca se
podria esperar un aumento de estos aniones en sangre al progresar la enfermedad, en esta

tesina se observd un aumento de la concentracion de NO; lo que concuerda con esta idea.

Si se asume que en esta enfermedad existe una produccién significativa de ONOQO", esto podria
explicar en parte la disminucién en la concentracion de tioles en el plasma al aumentar la clase
funcional de la enfermedad ya que éstos son un blanco directo de este oxidante, también
pueden ser oxidados por los radicales derivados del peroxinitrito, generando radicales tiilo,
RS°. Esto puede causar inactivacidon de enzimas como la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, la creatin quinasa y los complejos de la cadena respiratoria, involucradas en
metabolismo energético que se encuentra alterado en los cardiomiocitos de pacientes que
presentan una falla cardiaca crénica. Pero también la modificacion por ONOO™ puede llevar a la
activacion de enzimas, como las MMP que se sabe participan en mecanismo de citotoxicidad

en las enfermedades del corazén.

Una modificacion oxidativa particular de RNS como el peroxinitrito es la nitracion de residuos
de tirosina. Seria interesante evaluar el grado de nitracién de proteinas plasmaticas asi como
de la Hb eritrocitaria de la sangre que podria existir en pacientes de IC como un marcador mas
del progreso de la enfermedad, y si existe alguna variacion de este marcador de formacién de

peroxinitrito al agravarse la enfermedad.

El hecho de que los dimeros de Hb aumenten al agravarse el estado del paciente podria ser
causado por una mayor formacion de peroxinitrito, que puede indicar que aunque existe una
mayor produccion de °NO parece darse en un ambiente oxidativo, es decir con
concentraciones de ROS mas altas que lo normal, inhibiendo la actividad bioldgica ventajosa
de °NO. Este ambiente oxidativo disminuye la biodisponibilidad de *NO en el endotelio y

miocardio siendo una de las posibles causas del progreso de la IC.
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El *"NO mediantes sus interacciones con componentes de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial podria funcionar como un regulador funcional de la respiracién celular y un
modulador de la generaciéon de ROS por la mitocondria, y por lo tanto afectar mecanismos de
supervivencia o muerte celular. En niveles altos o presencia de ROS, el *NO puede tener

efectos citotdxicos mediante la formacidn de peroxinitrito.

Es importante destacar que en este trabajo no se logré obtener muestras de sangre de
pacientes con clase funcional IV, a causa de sus sintomas que no les permite ser pacientes
ambulatorios, esto es importante para confirmar la tendencia de los factores no
convencionales evaluados, tomando en cuenta que en estas clases funcionales el progreso de
la enfermedad es muy notorio. Ademas entre los pacientes involucrados en el estudio existia
una menor proporcién de pacientes con IC de clase funcional lll que | y II, esto puede haber
influenciado el hecho de que no se encontré diferencia significativa entre la clase funcional Il y
la Ill. También puede ocurrir que los cambios significativos en los factores no convencionales
se den en las primeras etapas de la enfermedad, y que luego las defensas antioxidantes del
organismo logren mantenerlos en este estado, aunque no se espera que suceda esto en
enfermedades en que el estrés oxidativo cumple un rol patolégico, debido a que en el
desarrollo del mismo se dan efectos sumatorios, alguno de los cuales se han nombrado en este

trabajo.

Por otra parte, se deberia haber tenido en cuenta el tratamiento al que estdn sometidos los
pacientes, para valorar si los farmacos influyen en los pardmetros que se determinaron en este
trabajo y clasificar a los pacientes, ademds de por la severidad de la enfermedad, por los
farmacos que se les administran. Otro aspecto no considerado es la dieta de los pacientes que

puede variar los niveles basales de nitrito/nitrato plasmaticos.
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CONCLUSIONES

Varios de los posibles biomarcadores del estrés oxidativo que se estudiaron en el transcurso de
este trabajo, mostraron cierto grado de relacién con la progresién de la IC, lo que es

consistente con la hipdtesis oxidativa de la IC:

e Se observd un incremento en la relacién dimero/mondmero de Hb para pacientes con
prognosis pobre, indicando un aumento en la oxidacion de esta proteina, mayoritaria
en los eritrocitos, lo que puede ser causado por un aumento en la concentracion de
especies oxidantes en los pacientes.

e La concentracién de nitrito se ve aumentada en pacientes en una etapa mds severa de
la IC, lo que sugiere un aumento en la produccidn de NO y posiblemente, si se da en un
ambiente oxidativo, de peroxinitrito.

e Aunque no parece existir una correlacién entre la concentracién de tioles en plasmay
la FEVI de los pacientes en el estudio, los pacientes con mayor CF de esta patologia

presentaron menores niveles plasmaticos de tioles.

La disminucién del nivel de tioles reducidos en el plasma, y la mayor oxidacién de la Hb
encontradas durante este estudio pueden ser causadas por una aumento de especies
reactivas del oxigeno y del nitrégeno, lo que parece sustentar la hipdtesis de que el
desarrollo de la IC involucra una produccion aumentada de estas especies, que
estarian causando el progreso de la enfermedad por varios mecanismos como la
alteracion de la sefalizacion redox, el remodelamiento del miocardio y el dafio

oxidativo a macromoléculas.

Teniendo en cuenta que se encontrd un aumento en la concentracidn plasmatica de NO; al
aumentar la gravedad de la IC, se puede pensar que en esta enfermedad existe un aumento en
la produccién de NO°, lo que se da en un contexto inflamatorio, esto se ha observado en otras
enfermedades crdnicas, asi como la presencia de la concentracidn de citoquinas inflamatorias
en estos pacientes. Este contexto inflamatorio que posiblemente se da en la IC puede estar
relacionado y causar parte de la produccion de ROS/RNS involucradas en los procesos

patolégicos que se dan en esta enfermedad.
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