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RESUMEN

Titulo: EVALUACION DEL 4-HIDROXINONENAL COMO INDICADOR
BIOQUIMICO DE DANO OXIDATIVO EN LA FASE AGUDA DEL
INFARTO AL MIOCARDIO.

Autor: Manuel Barrios Socarras.”

Palabras clave: Peroxidacién de lipidos, 4-hidroxinonenal, HPLC, biomarcadores,

Sindrome coronario agudo.

Descripcion:

El infarto agudo del miocardio (IAM) es la primera causa de muerte en nuestro pais. Los eventos
inflamatorios, locales y sistémicos que ocurren en el IAM han permitido identificar marcadores que
ayuden al diagndstico, pronéstico y tratamiento. Existe la necesidad de explorar la utilidad de
marcadores bioldgicos. EI NTproBNP ha sido ampliamente estudiado como biomarcador de gran
valor prondstico, indicando estrés mecanico del cardiomiosito. Por otro lado el 4-Hidroxinonenal,
un destacado marcador de dafio oxidativo de gran interés en medicina. Se realiz6 un estudio
observacional, donde se evaluaron los niveles de 4HNE por HPLC, en 22 participantes con
diagnéstico de IAM, a través de su identificacion y cuantificacién por HPLC, asociados con el
tamafo del infarto medido por electrocardiografia y los niveles de: NTproBNP, troponina T y
CPKMB (quimioluminiscencia); comparandolos con las de 20 participantes sin evidencia de
enfermedad coronaria aguda. Las concentraciones plasmaticas de HNE resultaron ser mayores en
comparaciéon con los sanos (2.24 uM, vs. 0.78 uM; p=0.0003), niveles plasmaticos de HNE se
elevaron proporcionalmente a las de NTproBNP (r** = 0.68, p = 0.0005, n = 22), del mismo modo
sucedio con la troponina T y la CPKMB. El tamario del infarto exhibié correlacion positiva respecto
a los niveles plasmaticos de HNE (r** = 0.931, p < 0.001). La concentracion de HNE en plasma en
la fase aguda del infarto al miocardio se encontr6é asociada al dafio oxidativo del cardiomiosito, y
deberia considerarse su utilidad como biomarcador en el IAM para futuros estudios.

" Trabajo de Grado
Facultad de Salud — Escuela de Medicina — Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas — Director
Munoz Mantilla, Gerardo.
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SUMMARY

Title: 4-HIDROXYNONENAL AS OXIDATIVE DAMAGE INDEX IN ACUTE
MYOCARDIAL INFARCTION.’

Author: Manuel Barrios Socarras.”

Keywords: lipid peroxidation, 4-hydroxinonenal, HPLC, acute coronary syndrome.

Description:

Acute myocardial infarction (AMI) is the leading cause of death in the world. Local and systemic
inflammatory events taking place in AMI have let to identify biological markers in the diagnosis,
prognostic, treatment and disease stratification. In this way, NTproBNP has been one of the broadly
studied biomarkers, evidencing mechanical stress of the cardiomiocyte. 4-Hidroxinonenal (HNE) is
a lipid peroxidation product that has gained increasing interest in medicine, especially for it
physiological and pathological relevance. However, there is not enough scientific evidence for
recommending HNE as a possible biomarker in AMI. This is an observational study, we evaluated
HNE plasma concentration measured by HPLC in 22 subjects with diagnosis of AMI, associated
with NTproBNP (quantified by chemiluminiscence), Troponine T, CPKMB plasma values and Infarct
size measured electrocardiographically. HNE and NTproBNP plasma concentrations were also
compared in AMI patients against a control group comprised by 20 subjects without evidence of
acute coronary artery disease. HNE plasma concentrations resulted to be higher compared with
controls (2.24 uM, vs. 0.78 uM; p=0.0003), HNE plasma levels rose in similar proportions to
NTproBNP (r** = 0.68, p = 0.0005, n = 22), also did it with troponine T and CPKMB plasma
concentration. Infarct size displayed a positive linear correlation with plasma HNE levels (r*f =
0.931, p < 0.001). Plasma HNE values measured in the acute phase of myocardial infarction are
associated with cardiomioyte oxidative damage, and it should be consider in deep analysis for
further studies its usefulness as biomarker in acute coronary syndromes.

" Thesis
" Faculty of Health —School of Medicine— Mastery in Basic Biomedical Science — Director Mufioz
Mantilla, Gerardo
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INTRODUCCION

El impacto de la enfermedad arterial coronaria y sus complicaciones son un
problema de salud publica mundial con altas repercusiones socioecondémicas.
Cerca de 1’500.000 personas sufren un episodio de Infarto Agudo de Miocardio
(IAM) cada afio en los Estados Unidos. El porcentaje de mortalidad es del 30%
ocurriendo en su mayoria antes de llegar al hospital, de las cuales la mitad
corresponden a IAM (1). Segun el informe sobre la situacién de la salud en
Colombia del afno 2007 la enfermedad cardiovascular es la principal causa de
muerte en hombres y mujeres mayores de 45 afos, superando las tasas
combinadas de muertes violentas y canceres (2). Es prioritario buscar mejores
herramientas diagndsticas que permitan ofrecer tratamientos oportunos en

enfermedad coronaria y sus complicaciones.

Los sindromes coronarios agudos (SCA) surgen como complicacion de la
aterosclerosis que es un proceso cronico que presenta unas caracteristicas y una
clasificacion bien establecida (Tabla 1.1). Los SCA pueden manifestarse en un
grupo patologias divididas clinica y electro-cardiograficamente en tres condiciones
de diferente grado de severidad: angina inestable, infarto sin elevacién del ST
(NSTEMI) e infarto con elevacion de (STEMI). El diagnéstico de STEMI es
electrocardiografico y es realizado inmediatamente, sin embargo el diagndéstico de
NSTEMI vy angina inestable requieren de biomarcadores y conlleva mas tiempo
hasta la realizacion del diagnostico definitivo. La gravedad y necesidad del
oportuno tratamiento en el NSTEMI hacen a esta condicion de vital enfoque sobre
la investigacibn de nuevas herramientas diagndsticas que optimicen su

identificacion.

Varios procesos inflamatorios locales y sistémicos intervienen en la progresion de

la aterosclerosis y sus complicaciones (3, 4). Los eventos de origen inflamatorio y
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no inflamatorio suceden antes y después de un evento isquémico agudo. La
busqueda de biomarcadores contribuye al diagnostico oportuno y sirven como
prondstico de complicaciones a corto y largo plazo, a la vez que son utiles en la
clasificacion de su severidad y riesgo. Las proteinas relacionadas con inflamacion
o funcionamiento cardiaco como proteina C reactiva, fibrindgeno plasmatico,
miosina y NT-proBNP entre otros, son utilizadas en el sindrome coronario agudo
como indicadores de disfuncién cardiaca. Su medicidn se usa para estratificacion,
monitoreo terapéutico y pronédstico de la enfermedad (5-7). En la practica clinica
no usan biomarcadores diferentes de las proteinas, que pudiesen ofrecer pruebas
mas sensibles y especificas como seria el caso de productos finales de la
degradacion oxidativa de los lipidos, tales como los aldehidos, los hidrocarburos y

las cetonas entre otros.

Varios aldehidos son generados de manera enddgena. Sin embargo, estos
productos del proceso de la peroxidacidon de lipidos se encuentran involucrados
con algunos de los efectos fisiopatoldégicos asociados con el estrés y dafo
oxidativo en las células y los tejidos. A diferencia de las especies reactivas de
oxigeno, los aldehidos presentan una vida media mas larga, por ello tienen la
capacidad de migrar mas alla de su sitio de generacion, llegando a atacar blancos
intracelulares y extracelulares distantes de la fuente inicial de produccion de los
radicales libres. La peroxidacion lipidica por si sola es un amplificador para los
radicales libres iniciales y los aldehidos reactivos generados en este proceso
pueden actuar como segundos mensajeros toxicos de la compleja reaccion en
cadena que se inicia, una vez que los acidos grasos poliinaturados (PUFAs) de la
membrana celular se convierten en hidroperdxidos lipidicos. Entre los diferentes
aldehidos de mayor importancia en biomedicina son: el malondialdehido (MDA) y
los 4-Hidroxialquenales, dentro de los cuales se destaca el 4-hidroxi-2-nonenal
(HNE) (8).

18



Los productos de la lipoperoxidacion han sido campo de estudio en su posible
papel como biomarcadores de dafio oxidativo, asociandolos al diagndstico y
prondstico en la enfermedad cardiovascular y severidad de enfermedad arterial
coronaria (9 -11). El MDA durante el proceso isquemia/reperfusion es un buen
indicador metabdlico de lesion miocardica que junto a otros medios diagnosticos,
podria dar una idea inicial del tamafo de la lesién (12). El 4-hidroxi-2-nonenal
(HNE) ha sido recientemente descrito como un producto especifico de la
peroxidacion lipidica de interés en medicina (13). Hasta el momento se desconoce
su comportamiento como biomarcador no invasivo de dafio celular por estrés

oxidativo, en la fase aguda del infarto agudo del miocardio en humanos.
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1. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

1.1. LA ENFERMEDAD CORONARIA

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte en
los paises industrializados y en via de desarrollo. La enfermedad coronaria es la
manifestacion mas prevalente y se asocia con alta mortalidad y morbilidad. Las
presentaciones clinicas de la enfermedad coronaria isquémica incluyen isquemia
silente, angina de pecho estable, falla cardiaca, angina inestable, infarto agudo del
miocardio y muerte subita (14). La enfermedad coronaria se considera la
pandemia mas importante del siglo XXI con una mortalidad en 1996 de 15 millones
de personas (29% de la mortalidad total), la cardiopatia isquémica fue responsable
de la muerte de 7 millones de individuos. En Estados Unidos 60 millones de
adultos padecen enfermedad cardiovascular, responsable de 42% de todas las
muertes cada afio, con un costo de $218 billones de ddélares. Sin embargo, el
numero absoluto de muertes atribuibles a enfermedad cardiovascular es mayor en
paises en via de desarrollo en comparacion con los mas desarrollados (9 versus 3

millones) (15).

En Colombia la enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte a
causa del envejecimiento de la poblacion, la epidemia de la obesidad, la falta de
implementacion de estrategias de prevencién y control subdéptimo en los factores
de riesgo, la no utilizacidn de intervenciones de probada efectividad en el manejo
del sindrome coronario agudo y la falta de conciencia sobre el problema (14). Los
departamentos con mayores tasas de mortalidad por enfermedad coronaria en el
2008 fueron en su orden Caldas, Boyaca, Quindio y Tolima, y las menores fueron

en Guainia y Vaupés” (14).
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1.1.1. La aterosclerosis

El desempefio eficiente del musculo cardiaco esta condicionado al aporte continuo
de oxigeno obtenido de la sangre que viaja por las arterias coronarias. La
aterosclerosis o acumulaciéon durante afnos de depdsitos de naturaleza lipidica y la
posterior formacién de placas de ateroma en las paredes arteriales, provoca el
engrosamiento y endurecimiento de la pared vascular. La erosion y ruptura de
estas placas ocasionan la formaciéon de un trombo o coagulo que impide el flujo
sanguineo a través de la arteria, provocando isquemia o deficiencia de oxigeno,

que es la causa de sindromes coronarios agudos (SCA) (4, 9).

La aterosclerosis es considerada una enfermedad inflamatoria. Las altas
concentraciones de colesterol en plasma, particularmente aquellas relacionadas
con la lipoproteina de baja densidad (LDL) y la alteracion del transporte inverso del
colesterol a través de la HDL, son unos de los principales factores de riesgo para
la enfermedad. Los procesos de aterogénesis van inclusive mucho mas alla que
la acumulacion de grasa en la pared arterial, representan una serie de respuestas

celulares y moleculares que se asemejan mas a una enfermedad inflamatoria (10).

Las versiones mas recientes de la hipotesis de la aterosclerosis enfatizan sobre /a
disfuncién endotelial (DE), siendo el resultado de un proceso inflamatorio crénico
en la arteria. Esta DE es posiblemente causada por la elevacion de: (i) LDL
modificadas, (ii) radicales libres liberados por diversas condiciones entre ellas se
mencionan a: la HTA, la diabetes mellitus y el tabaquismo, (iii) concentraciones
elevadas de homocisteina en plasma, (iv) microorganismos infecciosos tales como
el herpes virus o la Chlamydia pneumoniae, y (v) la combinacion de estos y otros

factores (9).
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La DE genera una respuesta compensatoria que altera las propiedades normales
del endotelio, tales como: aumento de la permeabilidad y de la capacidad de
adherir plaquetas y leucocitos, propiedades anticoagulantes y formacion de
moléculas vasoactivas, citoquinas y factores de crecimiento. Si ante esto, el
estimulo inflamatorio no es retirado, contintda la respuesta inflamatoria estimulando
la migracion y proliferacion de las células del musculo liso de forma que se
mezclan con el area inflamada para formar una lesién intermedia. Luego estas
respuestas pueden adelgazar la pared arterial, que compensa con una dilatacién
gradual (16). Esta respuesta es mediada por monocitos derivados de macrofagos

y subtipos especificos de linfocitos T.

Los resultados de la perpetuacion de la inflamacion aumenta la cantidad de
macrofagos vy linfocitos. La activacion de estas células lleva a la liberacién de
enzimas hidroliticas, citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento (17), que
pueden inducir dafios subsecuentes y necrosis focal (18). De esta manera los
ciclos de acumulacién de células mononucleares, migracion y proliferaciéon de
células musculares lisas; finalmente la formacién de tejido fibroso lleva a un
alargamiento y restructuracion posterior de la lesiones. Asi, se convierte en una
capsula fibrosa rellena de grasa con un nucleo de tejido necrético, a ésta se le
llama una lesiéon complicada (22). En cierto punto la arteria no puede compensar
mas con dilatacion y la lesion empieza a introducirse en la luz del vaso y a alterar

el flujo coronario (tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Clasificacion de la American Heart Association de las lesiones
ateroscleroticas humanas. Mecanismos de desarrollo de la placa y la

correlacion clinica.

Nomenclatura Fases del Mecanismo Apariciéon  Correlacion
histolégica empeoramiento  principal del mas clinica
basica progresivo desarrollo precoz
Lesion tipo | I
Macrofagos Aumento del
espumosos I tamar_lo (Ijebloio Desde el
D . principalmente - _
Lesion tipo Il 2 la PHIMET " Clinicamente
. ) decenio -
Estrias grasas 1 acumulacién silente
Lesion tipo Il de lipidos
Intermedias v Desde el
Lesion tipo IV: Incremento tercer
decenio
Ateromas a(,:eleradc? de
\% musculo lisoy _
Lesion tipo V: colageno Clinicamente
i silente o
Fibroateroma Desde el N
L 4 . manifiesta
Lesién tipo VI: Trombosis, cuarto
Complicada hematoma decenio

En consecuencia la arterioesclerosis se trata de una enfermedad lentamente
progresiva que comienza en la infancia y tiene su maxima incidencia de los 45 y
60 anos. De forma mas general, el desarrollo de la arterioesclerosis presenta dos
etapas evolutivas bien definidas. Las fases iniciales de formacion de la placa de
lipidos en las arterias, y la ruptura y posterior trombosis de la placa ya formada,

que da lugar a la angina inestable, el infarto del miocardio y la muerte subita (15).
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1.1.2. Formacién de la placa de ateroma

Las células endoteliales disfuncionales expresan moléculas de adhesion celular
tipo selectinas que sintetizan y liberan citoquinas inflamatorias y proteinas
quimiotacticas contribuyendo a la migracion y penetracion de monocitos y
linfocitos T en la pared arterial (17). Una vez adheridos e introducidos en la intima
arterial los leucocitos participan del proceso inflamatorio, lo retroalimentan y
perpetuan mediante fagocitosis de lipoproteinas modificadas por la oxidacién (LDL
oxidadas). Aparentemente no existe un mecanismo que regule el proceso de
fagocitosis de lipoproteinas en los macréfagos, lo cual induce su degradacion y
posterior transformacion en células espumosas, (foam cells) responsables de la
aparicion de estrias grasas (18). Un estudio del contenido de macrofagos en el
tejido de la placa coronaria realizado a pacientes con sindrome coronario agudo
(SCA) estables e inestables, concluyd que aquellas areas ricas en macrofagos son
mayormente encontradas en pacientes con angina inestable e infarto agudo del

miocardio sin elevacion del segmento ST (19).

La lesion progresa con la migracion alrededor del nucleo lipidico de las células
musculares lisas de la pared arterial, que posteriormente conformaran la capa
fibrosa de la placa de ateroma con la produccién de proteinas de matriz como
elastina, colageno y proteoglucanos. Aunque estas proteinas refuerzan la placa y
la protegen de la ruptura, se ha determinado que en placas vulnerables los
linfocitos T liberan interferon gama en el seno de la placa. Este proceso inhibe la
sintesis de colageno por las células musculares lisas de la pared arterial, lo que
limita su capacidad de renovar el colageno que refuerza la cubierta de la placa

haciéndola mas fragil y susceptible a la ruptura (20 - 22).
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1.1.3. Ruptura de la placa

La ruptura de la placa de ateroma se presenta por diversos factores. Se ha
destacado la influencia de factores mecanicos que producen la ruptura y/o
desgaste de la placa debido al impacto del flujo sanguineo sobre ésta, asi como
factores bioldgicos concernientes a la inflamacion y a la apoptosis de las células
del tejido muscular liso (29). El proceso inflamatorio ademas de ser el promotor de
la iniciacion, progresion y posterior vulnerabilidad de las lesiones
ateroesclerdticas, contribuye decisivamente a la precipitacion de las
complicaciones trombdticas producto de la ruptura de la placa de ateroma. El
macrofago activado, muy abundante en el ateroma, puede producir enzimas
proteoliticas, como las metaloproteinasas matriciales (MMP), familia de mas de 20
componentes que incluye colagenasas, gelatinasas y elastasas. Estas enzimas
son capaces de degradar los componentes de la capa fibrosa protectora del
ateroma, adelgazandola y debilitdndola. (30). Una vez la placa aterosclerética se
rompe o0 se erosiona, la matriz subendotelial (nucleo lipidico, colageno y factor
tisular) se expone por lo que sobreviene la formaciéon de un trombo no oclusivo
abundante en plaquetas (10). De esta forma se activa la cascada de la
coagulacion, llevando a la formacion de trombina, que demuestra tener un papel

importante en la trombosis arterial (22), como se representa en la figura 1.1.
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Figura 1.1. Ruptura de la placa aterosclerética coronaria y las vias fisiopatoldgicas
relacionadas, tomado de Rosenson, R.R. et al. JAMA 1998; 279:1643-
1650.
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1.1.4. Ruptura de la placa: manifestaciones clinicas

El principal mecanismo para la oclusiéon del flujo sanguineo es la formacién
intraluminal de un trombo, pues la exposicion del centro lipidico de la lesion y las
fibras de colageno, favorecen la formacion del coagulo. La extension de la
exposicion de los componentes de la placa, el grado de estenosis y la tendencia
del sistema trombolitico son los factores mas importantes al establecer el grado de
la respuesta trombolitica ante la ruptura de la placa de ateroma. Si bien el tamafio
de una placa es importante, no lo es menos su morfologia y su tendencia a la

ruptura y la trombosis. En definitiva, la presentacién clinica depende de la
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magnitud y lo abrupto de la ruptura de la placa, el tamafio del trombo, la
vasoconstriccion local y por ende, la duracion de la obstruccion de flujo sanguineo
coronario, los cuales se manifiestan como una serie de sindromes clinicos de
nominados sindromes coronarios agudos que poseen como denominador comun
el dolor precordial, dificultad respiratoria e irradiaciones inespecificas del dolor al
brazo izquierdo, mandibula, regidn inter escapular entre los sitios mas
comunes.(4, 20, 21).

Adicionalmente, en la actualidad se considera la existencia de pacientes
vulnerables que presentan de manera difusa placas, factores hemodinamicos y
miocardio vulnerables (14). Ademas existen otros factores, cuya presencia esta
asociada con un incremento de la trombogenicidad de la sangre, tales como la
elevacion de los niveles séricos del cLDL, el tabaquismo, la hiperglucemia y la
HTA, entre otros (22).

1.1.5. Sindrome coronario agudo.

El conjunto de manifestaciones de la cardiopatia isquémica o de la insuficiencia
coronaria, que tienen como causa comun la disminucion del aporte de sangre
oxigenada al miocardio, producto de la obstruccion parcial o total de las arterias
coronarias, generalmente causada por placas de ateroma (por si mismas o por la
trombosis provocada por su ruptura), constituyen los sindromes coronarios agudos
(SCA) y comprende tres grupos de alteraciones: angina de pecho inestable,
cuando la isquemia no llega a provocar necrosis en el tejido miocardico; el IAM
sucede cuando la isquemia produce necrosis en una porcion del miocardio; y la
muerte subita, cuando los impulsos eléctricos del corazén se alteran (taquicardia

y/o fibrilacion ventricular) provocando el disfuncion cardiaca” (23).
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1.1.5.1. Clasificacién

Actualmente, la clasificacion del IAM se realiza en el contexto del dolor toracico
agudo. Dos presentaciones diferentes en los SCA son identificadas sobre la base
de los hallazgos electrocardiograficos; tomando como base la distincion referente
al segmento ST, que se mide desde el final del complejo QRS hasta el inicio de la
onda T en el trazado del electrocardiograma (EKG). La desviacidon (elevacion o
depresion) del segmento ST respecto a la linea base, se considera el mejor
indicador no invasivo para evaluar la presencia de un trastorno isquémico (24). De
acuerdo con esto, la clasificacion de los SCA incluye nueva informacion sobre su
fisiopatologia y manejo en dos presentaciones diferentes: SCA con elevacion
permanente del segmento ST y SCA sin elevacion permanente de dicho
segmento. (i) EI SCA con elevacion permanente del segmento ST, comprende el
IAM, isquemia, dafo tisular que usualmente lleva a un infarto Q, y tratamiento de
reperfusion urgente. (i) El SCA sin elevacion de dicho segmento, pueden ser
divididos en la angina inestable (Al), caracterizado por ausencia en la liberacién de
marcadores de muerte celular, considerado como un estado transitorio que
finalmente produce angina de reposo y permite manejo ambulatorio, y (iii) el IAM
sin elevacion del segmento ST (NSTEMI) o infarto no Q, donde existe aumento de
los marcadores de muerte de la célula miocardica, con prondstico dependiente de
una terapia médica agresiva, angiografia coronaria temprana y revascularizacion

tan pronto como sea posible (4) (figura 1.2).
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Figura 1.2. Diagrama de la clasificaciéon de los sindromes coronarios agudos.
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Usualmente en los centros de atencion en nuestro pais, los pacientes con SCA sin

elevacion del ST son sometidos a terapia de reperfusion, sin establecer
diagndstico diferencial entre NSTEMI y una Al. Ademas del incremento en los
gastos médicos al realizar esta intervencion, este procedimiento se ha asociado
con efectos adversos, producto de la activacion de la cascada inflamatoria que se
manifiesta con el deterioro funcional, arritmia y la progresion acelerada de la
muerte celular (25). Mientras tanto, en los hospitales los pacientes con SCA sin
elevacion del ST deben esperar los resultados de los biomarcadores de dafio
miocardico, que retrasan el tratamiento oportuno en unas 6 a 8 horas en el mejor
de los casos, por este hecho los pacientes que padecen sindromes coronarios
agudos sin elevacion del ST son una zona intermedia de gran desafio diagndstico
que merece atencion e investigacion de nuevas herramientas que optimicen su
deteccion. Actualmente la medicidon de los niveles de troponina constituye la

herramienta de diagndstico mas efectiva. Sin embargo, se presentan dificultades
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para establecer los valores positivos 0 negativos que determinen el diagndstico de
estos pacientes en un tiempo optimo, ya que como se mencioné la elevacién de
sus niveles en el plasma se realiza de 6 a 8 horas posterior al evento isquémico, lo

cual contribuye al aumento de la mortalidad asociada a esta patologia (26).

1.2. MARCADORES BIOQUIMICOS.

Un biomarcador es definido por el Biomarkers Definitions Working Group del
Instituto Nacional de Salud y la Food and Drug Administration (NIH/FDA) de los
estados unidos (27) como “una caracteristica que es objetivamente medida y
evaluada como un indicador de procesos bioldgicos normales, procesos
patolégicos o0 respuestas farmacologicas en una intervencién terapéutica”. En
general hay tres tipos de biomarcadores: (i) los usados para monitorear y
diagnosticar la progresién de una enfermedad (14); (ii) biomarcadores de
eficacia/toxicidad de un tratamiento especifico (9) vy (iii) marcadores
farmacodinamicos para el monitoreo de respuestas farmacoldgicas (28). En
cuanto a la estandarizacion de pruebas usando biomarcadores, se ha establecido
que un biomarcador debe llenar tres criterios basicos: (i) disponibilidad de
mediciones precisas y repetibles a un costo razonable y con resultados a cortos
tiempos de entrega para el ambito clinico, (ii) el biomarcador deberia ofrecer
informacion que no se encuentra disponible a través de un examen clinico
cuidadoso; y (iii) la informacién derivada de las concentraciones expresadas

deberian contribuir a la toma de decisiones médicas (37, 50).

En la casuistica de SCA que presentan retos en el diagnéstico mediante los
métodos convencionales, ha sido necesaria la utilizacion de multiples
biomarcadores, como sucede en el infarto sin elevacion del segmento ST (23). En
estos casos un diagnostico valido y oportuno conlleva procedimientos dirigidos a

restablecer el flujo sanguineo de forma oportuna (4, 26). Han surgido
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biomarcadores de inflamacidon, necrosis de los miocitos, estrés hemodinamico,
dafio vascular y de progresion de la arterioesclerosis, entre otros. Estas moléculas
constituyen un medio no invasivo, util en el entendimiento de las causas,
consecuencias y repercusion de los SCA. Por estos hechos la estrategia de multi-
biomarcadores podria convertirse en una gran herramienta que junto a los
hallazgos fisicos y electrocardiograficos podrian ayudar en la toma de decisiones

en cuanto al diagnodstico y tratamiento de los SCA (5, 23).

1.2.1. Biomarcadores de inflamacién

La proteina C reactiva (PCR) es una proteina de fase aguda sintetizada por
hepatocitos en respuesta a la citoquina proinflamatoria interleucina 6. La elevacién
de sus niveles desencadena efectos adversos en el endotelio vascular debido a la
reduccion en la liberacion de oéxido nitrico, el incremento en la produccion de
endotelina-1 e induccidon de expresion de moléculas de adhesion endotelial. Estos
descubrimientos sugieren que la proteina C reactiva podria presentar un rol causal
en la enfermedad vascular y por tanto convertirse en un blanco terapéutico. Sin
embargo los niveles elevados de proteina C reactiva poseen baja especificidad por
reacciones cruzadas con infecciones agudas o cronicas, consumo de cigarrillo y

estados inflamatorios activos (29).

El TNF-a y las interleuquinas 1, 6 y 18 son consideradas citoquinas
proinflamatorias producidas por las células nucleadas en el corazéon, que hacen
parte de las respuestas innatas al efecto estresante de una lesion cardiaca
isquémica. La expresion de estas citoquinas se encuentra asociada con efectos
deleterios en la funcién ventricular izquierda y contribuye a la presentaciéon de
complicaciones. El TNF-a causa dilatacion ventricular izquierda, a través de la
activacion de metaloproteinasas que se asocian al deterioro de la funcion

ventricular izquierda, y su medicién junto con la Interluquina 18 podrian ser
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usadas para predecir complicaciones en los SCA (31). Actualmente la medicién
de PCR, las citoquinas inflamatorias, el TNF-a y sus receptores parecen ser utiles
en la estratificacion de riesgo de complicaciones en el IAM. En el futuro se espera
que el perfil de cambios en los biomarcadores inflamatorios permita ayudar a
identificar anormalidades inflamatorias especificas que permita guiar la

terapéutica.

1.2.2. Biomarcadores de estrés oxidativo

El estrés oxidativo es producto de un desbalance entre las especies reactivas de
oxigeno y los antioxidantes enddgenos de los mecanismos de defensa. El
desbalance provoca un profundo deterioro en la funcion endotelial, favoreciendo la
progresion de la falla cardiaca (32), produciendo apoptosis o necrosis de los
miocitos con aparicion de arritmias y disfuncion endotelial. Las lipoproteinas de
baja densidad oxidadas, malondialdehido y mieloperoxidasa son marcadores
indirectos de estrés oxidativo. La xantina oxidasa cataliza la produccién de los
oxidantes hipoxantina y la xantina, que participan en la disfuncion endotelial, HTA,
falla cardiaca, y que probablemente jueguen un rol patoldgico en el SCA (4, 34).
En la tabla 1.2 se muestran los criterios definidos para considerar un biomarcador

de evaluacion del dafo oxidativo.
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Tabla 1.2. Criterios para el biomarcador de dafio oxidativo ideal. Tomado de
Tsimikas S. (7).

A) Criterio principal
El biomarcador deberia ser predictivo para el desarrollo de la
enfermedad

B) Criterios técnicos

(i) El biomarcador debera detectar una mayor parte o al menos un
porcentaje significativo del dano oxidativo que ocurre in vivo.

(i) El coeficiente de variacion entre los diferentes ensayos de la
muestra deberian ser pequefios en comparacion con la diferencia
inter sujetos.

(iii) Sus niveles no deberian variar ampliamente en el mismo sujeto bajo
la misma condicion a diferentes tiempos.

(iv) Deberia emplear medidas tecnolégicamente robustas
(v) No deberia ser influenciado por la dieta.

(vi) Deberia ser idealmente estable durante al almacenamiento, de modo
que no se degrade ni se forme de novo en las muestras
almacenadas.

1.2.3. Biomarcadores de remodelamiento de |la matriz extracelular

El remodelamiento de los ventriculos desempefa un rol importante en la
enfermedad coronaria, debido a que la matriz extracelular provee sostén para los
miocitos en el tejido y determina también su tamafo y forma. Normalmente, existe
un balance entre las metaloproteinasas de la matriz y los inhibidores de los tejidos
de mataloproteinasas, que en caso de SCA, se genera un desequilibrio asociado
a dilatacion ventricular y remodelamiento. Los marcadores elevados de

regeneracion de matriz extracelular, y de sintesis de colageno excesivo, generan
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deterioro de la funcion ventricular izquierda. Actualmente, han sido identificadas 15
metaloproteinasas de la matriz, y varias formas de procolageno e inhibidores

tisulares de las metaloproteinasas (37) que son objeto de desarrollos terapéuticos.

1.2.4. Biomarcadores de estrés de los miocitos

La hipoxia tisular genera liberacion de péptidos y proteinas en el miocardio que
han sido evaluados en el diagndstico de SCA. EI NT-proBNP es una herramienta
para el diagndstico, prondstico y monitoreo de insuficiencia cardiaca y evaluaciéon
de la disnea aguda (40). Su determinacién conjunta mejora la sensibilidad de la
prueba de esfuerzo en la deteccién de isquemias inducibles y puede inclusive
utilizarse en la evaluacion, monitoreo y prondstico de la estenosis aodrtica y el
tromboembolismo pulmonar. Se usa también, en el tamizaje, estratificacion,
monitoreo y prondstico de la insuficiencia cardiaca y el sindrome coronario agudo
(40, 41).

El sistema del péptido natriurético se activa después de la lesion isquémica (44),
por estiramiento miocardico secundario a la disfuncion ventricular izquierda y/o
derecha. Adicionalmente la hipoxia celular y la isquemia estimulan su produccién
en ausencia de cambios hemodinamicos demostrables. Otros factores incluyen la
frecuencia cardiaca, y wuna variedad de citoquinas proinflamatorias y
neurohormonas con efectos vasoconstrictores, antidiuréticos, hipertroficos vy
citoproliferativos que pueden estimular la sintesis de péptido natriurético durante la

isquemia (45).

La magnitud y la duracidén en el aumento de las concentraciones plasmaticas de
NT-proBNP dependen proporcionalmente del tamafio y el grado de la disfuncion
ventricular izquierda. Las concentraciones circulantes son mayores en el infarto

miocardio anterior que en el inferior, y una variabilidad de patrén bifasico en la
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secrecion conjunta de BNP y de NT-proBNP (con un segundo pico de los dias 2 a
5) podria ser comun en pacientes con IM anterior que con el inferior (45). Por otro
lado, algunos trabajos con animales y cultivos tisulares muestran que los
mecanismos de secrecion y degradacion de los péptidos natriuréticos, son

activados por endotoxinas y mediadores de la inflamacion (38, 46, 47).

NT-proBNP en el diagndstico de la enfermedad cardiaca.

El péptido natriurético cerebral (BNP) fue aislado inicialmente de extracto cerebro
de cerdo, poco después se estableci6 como una hormona de origen cardiaco y
con propiedades natriuréticas, que en conjunto con su homologo el péptido
natriurético auricular (ANP) (39) constituyen el sistema peptidico natriurético del
corazon. BNP se sintetiza inicialmente como wuna prohormona de 108
aminoacidos llamado proBNP. Durante su secrecion este propéptido es escindido
en su molécula biolégicamente activa el BNP (del aminoacido 77 al 108) que es
rapidamente procesada y degradada en varios tipos de formas circulantes, y el
remanente fragmento aminoterminal NT-proBNP (del aminoacido 1 al 76). EI
principal estimulo para la secrecion de NT-proBNP es el estiramiento de los
cardiomiocitos, sin embargo puede suceder como consecuencia del estimulo de
hormonas (tales como las catecolaminas, la angiotensina Il y la endotelina), y la
hipoxia de origen miocardico, los cuales en su conjunto reflejan disestrés cardiaco,
que guarda relacion proporcional con los niveles plasmaticos de proBNP, por lo
que resulta de utilidad en el diagnostico, prondstico o monitoreo de varias
entidades nosoldgicas relacionadas con esta caracteristica. Por otro lado, esta
molécula no esta sujeta a depuracion por parte de los receptores y enzimas
localizadas en diversos tejidos, como sucede con la sustancia bioactiva, por lo que
presenta una vida media mas larga y concentraciones plasmaticas mas estables

que el BNP (38, 39). Tanto BNP como NT-proBNP tienen mecanismos de
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depuracion renal, por lo cual patologias como la insuficiencia renal crénica pueden

mostrar altas concentraciones plasmaticas de ambos marcadores (42, 43).

Utilidad Clinica

El NT-proBNP se presenta como una importante herramienta para el diagndstico,
prondstico y monitoreo de la insuficiencia cardiaca y en la evaluacion de la disnea
aguda (40). La determinacion de NT-proBNP mejora la sensibilidad de la prueba
de esfuerzo para detectar isquemias inducibles y también puede utilizarse en la
evaluacion, monitoreo y pronostico de la estenosis aortica y el tromboembolismo
pulmonar, entre otras. En la actualidad, después de varios estudios, se visualiza
con mayor claridad su utilidad en el tamizaje, estratificacién, monitoreo y
pronéstico de la insuficiencia cardiaca y el sindrome coronario agudo (40, 41). Por
otro lado, el NT-proBNP ha mostrado inclusive ser un predictor de riesgo de
muerte y de IAM en sujetos aparentemente normales y sin enfermedad cardiaca
de base (93), de modo que se proyecta el NT-proBNP como medida de monitoreo
en la poblaciéon general, ya que promete en su utilidad para la deteccién de
anormalidades cardiacas funcionales y estructurales, asi como la predisposicion

temprana de desarrollar futuros eventos cardiovasculares (94).

Se ha destacado la importancia del NT-proBNP como factor prondstico de morbi-
mortalidad en pacientes con insuficiencia cardiaca, ya sea independientemente o
asociada con otras pruebas. También se han demostrado relaciones entre las
concentraciones sanguineas de NT-proBNP y la respuesta terapéutica. En el
sindrome coronario agudo el péptido natriurético es un indicador que proporciona
informacion acerca del prondstico en cuanto a disfuncion cardiaca, por lo que su
aplicacion es de gran utilidad en la estratificacion, monitoreo terapéutico y
pronostico de morbilidad y mortalidad (42, 43).

36



El sistema del péptido natriurético es rapidamente activado después de la lesidn
isquémica (44). EI aumento en la produccidn de NT-proBNP después de
episodios de isquemia aguda puede ser causado por una variedad de factores. El
aumento del estiramiento miocardico secundario a la disfuncion ventricular
izquierda y/o derecha por isquemia puede ser cuantitativamente el mayor
estimulo. Sin embargo, la hipoxia celular y la isquemia pueden estimular también
la produccion de BNP y NT-proBNP en la ausencia de cambios hemodinamicos
demostrables. Otros factores incluyen la frecuencia cardiaca, y una variedad de
citoquinas proinflamatorias y neurohormonas con efectos vasoconstrictores,
antidiuréticos, hipertroficos y citoproliferativos que pueden estimular la sintesis de

péptido natriurético durante la isquemia (45).

Determinantes de los niveles de NT-proBNP

La magnitud y la duracion en el aumento de las concentraciones plasmaticas de
NT-proBNP después de un SCA dependen proporcionalmente del tamano y el
grado de la disfuncién ventricular izquierda. Las concentraciones circulantes son
mayores en el IAM anterior que en el inferior, y una variabilidad de patron bifasico
en la secrecidon conjunta de BNP y de NT-proBNP (con un segundo pico de los

dias 2 a 5) podria ser comun en pacientes con IM anterior que con el inferior (45).

NT-proBNP y la inflamacion

Hasta el momento hay poca literatura que trata el tema del BNP y la inflamacion.
Algunos trabajos de estudios con animales y de cultivos tisulares muestran un
incremento en la evidencia que los mecanismos de secrecion y degradacion de
los péptidos natriuréticos, son activados por endotoxinas y mediadores de la
inflamacion (38, 46, 47). Los estudios clinicos sugieren que lo niveles de péptido

natriurético estan, al menos en parte, elevados en su produccion o degradacién
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como respuesta a los mediadores inflamatorios. También se encontré que los
mecanismos fisiopatoldgicos distintos de la disfuncionalidad cardiaca, pueden
contribuir también al incremento de los niveles de BNP y NT-proBNP. Se ha
encontrado  relacién entre los niveles del NT-proBNP vy los marcadores
inflamatorios en la fase aguda del infarto del miocardio, ambos factores
relacionados con la extension del infarto y con el prondstico durante su estancia
en la unidad de cuidados intensivos, asi como también en su seguimiento a largo
plazo (48).

1.2.5. Biomarcadores de lesién de los miocitos

Los marcadores bioquimicos de lesién de miocitos que actualmente se utilizan en

la practica clinica (ver figura 1.3):

# Troponinas: son proteinas globulares formadas por un complejo de tres
subunidades, que se integran en la contraccion muscular. Las troponinas se
liberan cuando se lesiona el musculo cardiaco y constituyen un marcador
especifico y la mejor prueba diagndstica que indica un infarto de miocardio. Sin
embargo, el mayor inconveniente radica en el tiempo necesario para su
aparicion (49, 50).

L

Creatinfosfoquinasa (CPK): es una enzima intracelular. Se encuentra en el
musculo esquelético, cardiaco y cerebro un aumento en la concentracion en el
suero, es indice de lesion celular. La extension y gravedad de la lesion
determina la magnitud de la elevacién. valores por encima de 0,1 ng/mL son
predictores de mortalidad e infarto en pacientes con angina inestable. El
incremento de CPK puede producirse en numerosas situaciones no
isquémicas, tales como la pericarditis, dafio muscular esquelético y fracaso
renal (50).
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#& La mioglobina: es una proteina presente en el musculo esquelético y cardiaco.
Cuando se presenta un dafio en el musculo, la mioglobina es liberada en el
torrente sanguineo y finalmente es excretada por la orina. El rango normal es
de 0 a 85 ng/mL, niveles mayores indican IAM, inflamacién, sangrado,

isquemia y/o trauma del musculo cardiaco, entre otros (50).

Tabla 1.3. Marcadores Bioquimicos en SCA y de lesion de los miocitos mas

usados en la practica clinica. Tomado de Bueno Y. (23).

Inicio de la
Marcador  elevacién Duracion Ventajas Inconvenientes
(Horas) (Horas)
Mayor sensibilidad Baja sensibilidad
Troponina  3-12 120-360 y especificidad en fase precoz
120-240 Utilidad prondstica (<6h)
y de seleccion Baja sensibilidad
terapéutica para deteccion
de reinfartos
pequefnos
Deteccion de Baja
CPK mb 3.12 48-72 reinfartos especificidad
Baja sensibilidad
para IAM precoz
o dano pequefio
Sensibilidad alta Muy baja
Mioglobina 1-4 24 Deteccion precoz especificidad
Resultado
negativo: descarta
IAM
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1.3. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es un término que hace referencia al desequilibrio entre la
produccion de oxidantes y la defensa organica (superdxido dismutasa, catalasa y
glutation) (9), produciendo disparidad en el estado oxido-reduccién de la célula.
El oxigeno es la mayor fuente de oxidantes debido a su configuracion electronica,
que favorece su reduccion por la adicibn de un electréon generando especies
altamente reactivas (ROS) tales como anion surperéxido (0O2*) y el radical
hidroxilo (*°OH). Un radical es una especie quimica con uno o mas electrones
desapareados en un orbital externo que inician reacciones en cadena,
removiendo un electron de alguna otra molécula tipo lipidos insaturados,
carbohidratos, aminoacidos o acidos nucleicos. La tercera molécula que se
genera por la reducciéon paulatina del O, a H,O es el peroxido de hidrogeno, un
compuesto de baja reactividad relativa que difunde libremente a través de las
membranas celulares, se descompone ante la presencia de iones metalicos
reducidos como el FE a °*OH, que es un oxidante causante de dafo en
macromoléculas de la célula. La produccion incontrolada de ROS o una reduccién
desequilibrada de antioxidantes es conocida como estrés oxidativo, y se piensa
que es deletéreo por su alteracidn en la expresion génica, asi como para la
estructura y la funcién de las proteinas (28), tal como se representa en la figura
1.3.
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Figura 1.3. Interferencia en el balance (flecha larga) entre agentes oxidantes y
reductores que definen las condiciones de estrés oxidativo (o estrés
reductivo). Adaptado de Kohen 2002 (33).

Stress oxidativo y reductivo

Oxidantes Reductor
Oxidantes -, T  Reductor
W Estrés oxidativo Estrés reductivo

Los hidroperoxidos (ROOH), generados en la peroxidacion de lipidos por ejemplo,
son descompuestos a radicales peroxilo (ROQO®) o alcoxilo (RO®). Ademas de
esto, las especies oxidantes pueden reaccionar entre ellas, generando oxidantes
mas potentes como sucede con el oxido nitrico (NO®), un agente reductor débil
que ante la presencia de 0O2° forma el agresivo oxidante peroxinitrito (ONOQ),
que mas adelante se descompone a pH acido para liberar pequefias cantidades
de °OH de forma independiente de la presencia de metales de transicion. El
acido hipoclérico (HOCL), un potente oxidante por si mismo, puede reaccionar
con 02° o puede ser reducido por Fe*? generando °OH. La mayoria son
derivados del oxigeno, los tioles por ejemplo son reducidos a radicales tiolilos,
que pueden reaccionar con varias biomoléculas al mismo tiempo que producen

02°* metales idnicos de transicion reducidos. (51).
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La evidencia actual sugiere que el estrés oxidativo constituye un factor etiolégico
de gran significado en el envejecimiento y en varias enfermedades degenerativas
cronicas tales como aterosclerosis, cancer, diabetes, falla renal cronica, dafio por
isquemia/reperfusion y algunas enfermedades nerviosas sistémicas. A pesar de
esto, la medicion de estrés oxidativo no hace parte de los examenes de rutina que

se realizan en los laboratorios clinicos hospitalarios (28).

Tabla 1.4 Metabolitos del oxigeno radicalarios y no radicalarios*

Nombre Simbolo

Radicales de oxigeno

Oxigeno (bi-radical) 0,**
lon superdxido 0
Hidroxilo OH°®
e Peroxilo ROO*
Alcoxilo RO*
Oxido nitrico NO*®
Derivados del oxigeno no radicalarios
Peréxido de hidrogeno H20,
Peroxido organico ROOH
Acido hipoclérico HOCL
Ozono O3
Aldehidos HCOR
Oxigeno singulete 0,
Peroxinitrito ONOOH

*Adaptado de Kohen (33).
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1.3.1. Estrés oxidativo en los sindromes coronarios agudos

Los procesos isquémicos en el corazéon causan alteraciones en los mecanismos
de defensa contra los radicales libres, principalmente una reduccion en la actividad
de la superdxido dismutasa mitocondrial y la depuracién del contenido tisular del
glutation reducido. Al mismo tiempo, la produccion de ROS aumenta en la
mitocondria y en las células del sistema inmune, condicidn que es exacerbada por
la readmisién de oxigeno durante los eventos de reperfusion (52). La lesion tisular
que acompafia al proceso isquemia/reperfusion miocardica implica profundos
cambios metabdlicos. Lo primero en afectarse son las membranas biologicas. El
dafio se inicia con la activacién de la fosfolipasa A2 (PLA2), y la liberacién de
acido araquidonico, que toma la via de la 12-lipooxigenasa dentro del miocito,
generando abundantes cantidades de acido 12-hidroperoxieicosatetraenoico, el
cual puede convertirse, en presencia de metales de transicién como el Fe*?, en
una fuente importante de ROS especialmente el radical libre hidroxilo (*OH) (53).
Este a su vez, oxida a los &cidos grasos poliinsaturados de las membranas
biologicas y otras biomoléculas, generando MDA e HNE como principales
productos (54). Por otra via, el 6xido nitrico (ON) es producido a partir de la
arginina por la enzima oOxido nitrico sintetasa (ONS), que se presenta en dos
formas, la constitutiva y la forma inducible. La primera esta presente normalmente
en el endotelio vascular y es responsable del valor basal del ON, producido por las
células endoteliales, tal como lo confirman publicaciones que apoyan la existencia
de un incremento en la biosintesis de ON en corazones sometidos a isquemia
(55). Cuando los tejidos son lesionados, como ocurre en el caso de la isquemia,
el sitio de la lesion es infiltrado por neutréfilos, que poseen ONS inducible,
produciendo abundantes cantidades de ON, lo que puede causar citotoxicidad en
lugar de citoproteccidn al inhibir las ferrosulfoproteinas de la cadena respiratoria,
disminuyendo la produccion de energia ya escasa en los cardiomiocitos y, en

consecuencia, la eficiencia mecanica del corazén. Debido a la alta reactividad
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quimica que le confiere su naturaleza de radical libre, durante la reperfusion el ON
reacciona con gran avidez con otro radical libre, el superdxido, generando el
radical peroxinitrito que puede protonizarse y formar acido peroxonitrico, que en su
forma frans es altamente susceptible de ser atacado por metales de transicion,
generando mas radical hidroxilo. Todo esto concluye en un mayor dafio de las
membranas biologicas y mayor generacion de HNE y MDA entre otros, de modo
que una generacion exagerada de ON puede aumentar la peroxidacion de las
membranas y la producciéon de una cantidad mayor de aldehidos derivados de la

reaccion de terminacién en la peroxidacion de fosfolipidos de membrana (56).

El dafio posterior que se ha llevado a cabo por la implementacion de técnicas de
revascularizacion inmediata durante el infarto agudo del miocardio, ha atraido toda
la atencién hacia el estrés oxidativo. El rapido surgimiento de los ROS después
de la reperfusidn del miocardio es uno de los mas estudiados y mejores descritos
modelos de dafio tisular debido a estrés oxidativo. La via de la xantina oxidasa ha
sido propuesta también como la mayor contribuyente al dafio por reperfusién en la
isquemia miocardica. Como ya se menciond, la isquemia prolongada produce
muchos cambios metabdlicos en la célula, incluyendo la disminucion de la
produccion de ATP. La continua necesidad de enlaces fosfatos de alta energia
conlleva a un mayor catabolismo de ATP hacia ADP, y finalmente a hipoxantina,
que se acumula en el tejido isquémico. Con la reperfusidén, el exceso de
hipoxantina es convertido a xantina por la xantina oxidasa. Esta reaccion genera
grandes cantidades de ROS, perpetuando el dafio oxidativo y sus consecuencias
(34).

1.4. METODOS PARA MEDIR ESTRES OXIDATIVO

Muchos enfoques permiten evaluar y demostrar la participacién de las ROS en los

eventos bioquimicos. De hecho la literatura reporta muchas descripciones de
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diferentes metodologias y enfoques para estos propdsitos (57- 59). La unica
técnica para la deteccidn directa de radicales es la resonancia electronica (60), la
cual permite la determinacion de radicales relativamente estables. Otra técnica es
la del método del atrapador de radicales la cual aplica para radicales mas
reactivos, como el *OH, que reacciona con una molécula atrapadora para producir
un producto radicalario mas estable y que puede ser evaluado comodamente (61).
Otro procedimiento permite al radical reaccionar con una molécula detectora para
producir otro producto estable que se evalua usando varias técnicas, tales como
hidroxilacion del acido salicilico (62), la prueba de la deoxiribosa (63), la prueba
del citocromo c¢ reducido en la deteccion del radical superoxido (64), y en la
deteccién de radicales del 6xido nitrico a través de compuestos coloreados como
productos finales (65). Las técnicas para la cuantificacion de marcadores de dafio
oxidativo son a menudo llamados métodos de huella por medio de los cuales se
cuantifican los productos finales especificos que se generan de la interaccion de
los ROS con las macromoléculas bioldgicas, tale como DNA, proteinas, lipidos y
aminoacidos de bajo peso molecular. La aparicion de estos productos finales se
genera como prueba de la previa existencia de ROS, que dejaron su huella
impresa en la célula. Sin embargo, también existen muchos otros métodos que
avaluan la actividad y composicion enzimatica, los niveles de sus sustratos,
cofactores y productos, asi como el nivel de los antioxidantes. Aun asi, los
diferentes focos de interaccion, el DNA, las proteinas y los lipidos son los que

merecen mayor importancia (figura 1.4) (33).

1.4.1. DNA y &cidos nucleicos

Analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) o cromatografia de
gases acoplado a masas (GC-MS) de 8-OHdG después de hidrolisis enzimatica
del DNA y la evaluacion al dafo oxidativo de bases a través de electroforesis de

una sola célula o la prueba del cometa (66) son dos de las técnicas usadas para
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determinar aductos del DNA y modificaciones de bases nitrogenadas. Varios
aductos de DNA pueden llegar a ser determinados, como ejemplo tenemos
aductos tipo aldehido-DNA, tales como deoxiguanina-malondialdehido (67), o el
producto final de Ila reaccion entre DNA y 4-hidroxinonenal (N»-

etenodeoxiguanosina) (33).

1.4.2. Lipidos

El dano de los lipidos altera y modifica las membranas celulares asi como su
funcidn. La peroxidacion de lipidos es un evento importante en la aterosclerosis,
inflamacion y funciones mitocondriales, es un proceso complejo que consta de
tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion, como se explica mas adelante
en detalle (9). Para cada etapa hay métodos que cuantifican este proceso asi
como la evidencia de su ocurrencia (9). De este modo en las etapas iniciales se
pueden medir el consumo de acidos grasos como sustratos de la lipoperoxidacion
y la formacién peroéxidos lipidicos de forma especifica (HPLC, GC) o de forma mas
general como sucede con los dienos conjugados a través de métodos
espectrofotométricos. En las etapas finales del proceso los producto finales como
aldehidos (MDA, 4HNE) de forma especifica (HPLC, CG y electroforesis capilar) o
de forma mas general como con la prueba de las sustancias reactivas del acido
tiobarbiturico (TBARS) (68).

1.4.3. Proteinas

La evaluacion de las proteinas se puede realizar a través de la cuantificacion de
los carbonilos (69), que son producidos por el ataque de los ROS sobre los
residuos de aminoacidos. Incluyendo una estimacion general de la cantidad
general de carbonilos. Se pueden cuantificar de forma mas especifica usando

técnicas electroforéticas; y por medio de la identificacién de: (i) perdxidos, (ii) la
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perdida de grupos sulfidrilos ("SH), (iii) la perdida de fluorescencia, (iv) la cloracién

de proteinas, (v) la nitracion de proteinas vy (vi) la hidroxilacion de aminoacidos.

Figura 1.4. Clasificacion de los métodos usados para determinar y cuantificar

estrés oxidativo. Adaptado de Kohen (33).

Metodologias parala determinacion de
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! T
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indirectas N .
Evaluacicn de antioxidantes | Evaluacién de enzimas
especificos de bajo peso molecular antioxidantes
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[ESR.EFR) 1 j
[atrapamisrte l
da radicales) Evaluacion Actividad
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Determinacidén Daterminacin Determinacion de
dane DNA | peroxidacion de Danoa proteinas
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1.5. Peroxidacion de lipidos.

La peroxidacion de lipidos es la introduccion de un grupo funcional que contiene
dos atomos de oxigeno concatenados O-O dentro del acido graso insaturado
dentro de la reaccion en cadena de los radicales libres. La reaccién en cadena

comienza con la formacion de un radical del carbono central, por la abstracciéon de
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hidrogeno del lipido. Este proceso se puede dividir en tres etapas: iniciacion,

propagacion y terminacion (70).

Iniciacion

Diferentes procesos de iniciacion (fotdlisis y radiacion gamma) producen diferentes
radicales iniciales. El evento de iniciacion tiene un pequeno efecto en la quimica
subsecuente, sin embargo la frecuencia de iniciacion controla la extension de la

reaccion en cadena (70). (Figura 1.5. Eq. 1.)

Propagacion

Los radicales producidos en el proceso de iniciacion conllevan a reajustes de 1,4-
pentadieno a sistemas de 1,3-pentadieno (conjugado) y también reaccionan con
tripletas de oxigeno atmosférico para producir radicales de peroxidos lipidicos, los
cuales pueden abstraer mas hidrogeno y de este modo propagando la reaccion en
cadena. Las cadenas de polialcalenos con dobles enlaces separados por mas de

un grupo metileno no se conjugan (70). (Figura 1.5. Eq. 2a.)

Las lipooxigenasas son oxidoreductasas que catalizan la conversién de los PUFAs
a sus hidroperoxidos. La peroxidacion de enzimas lipidicas, involucran la
abstraccion de un hidrégeno y la adiciéon de un diéxido en posiciones especificas.
La autoxidacion no enzimatica no es especifica de una sola region, la peroxidacion
ocurre predominantemente en dos posiciones externas que corresponden a los
ultimos atomos de carbono antes del primer doble enlace del final de cada
molécula (70). (Figura 1.5. Eq. 2b. y Eq. 2¢)

La ruptura del hidroperdxido a radicales alcoxi (Eqg. 2b) y alquil peroxi (Eq. 2c) es

catalizada por metales de transicion, que son propagadores de la cadena pero
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también llevan a la formacién de alcoholes secundarios, cetona y aldehidos que
incluye (por union en cadena a cada lado del radical alcoxi) aldehidos de cadena
corta. Los productos aldehidicos pueden formar aductos con proteinas en niveles
de nmol/mg. Estos pueden surgir bien sea de la oxidacion de radicales libres de la
proteina o por una adicion de Michael de (a) grupos tiol en la proteina hacia los
alqui-2-enales (ver figura 1.5. Eq. 4) como por ejemplo el HNE. Los grupos tiol
siendo nucledfilos suaves y por lo tanto forman facilmente enlaces covalentes a
atomos de carbono, atacan los dobles enlaces alqueinicos y el enol resultante,

rapidamente tautomeriza al aldehido correspondiente (70).

49



Figura 1.5. llustracion que muestra las ecuaciones que describen las etapas del
proceso de lipoperoxidacion lipidica. 1. Iniciacion, 2. Propagacion, 3.

Terminacion y 4. Formacién de aductos. Tomado de Wheatley R.A.

(70).
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La figura 1.6 muestra como el malondialdehido es producido por la peroxidacion
de acido trianoico. Las concentraciones de los productos de la reaccion en
cadena son indices utiles del deterioro oxidativo. Esta reaccion causa la inhibicién
enzimatica responsable de la citotoxicidad generada por los aldehidos
insaturados. Los productos de la peroxidacion son rapidamente metabolizados, y
el rango que afecta la concentracidn estable se estima que sea de 2 a 5 mM del
total de los compuestos carbonilos citoplasmaticos. Esta concentracion es lo

suficientemente alta para inhibir enzimas, pero sus concentraciones en la
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membrana son mucho mas altas debido a la lipofilicidad de estos productos. Los
aldehidos (ej. MDA y HNE) pueden también formar aductos con el ADN (8).

Terminacion

La reaccidon en cadena se termina con reacciones entre los radicales produciendo
dimeros y altos polimeros. Como se muestra en la figura 1.5 (Eg. 3a y 3b), el
proceso de la peroxidacion lipidica causa el movimiento de los dobles enlaces en
las moléculas del acido graso; luego los dienos de metileno interrumpido se

conjugan.

La peroxidacion lipidica es también un fendbmeno patolégico de una gran cantidad
de consecuencias y como tal es frecuentemente investigada en la biomedicina.
En ésta area los ensayos para las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBRS) son mucho mas usadas que cualquier otro indice de peroxidacién lipidica
(70).
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Figura 1.6. Ruta de la peroxidacion de lipidos, se toma como ejemplo el

malondialdehido (MDA) que es formado de una fraccion del 1, 4, 7-

octatrieno.
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1.5.1. 4-Hidroxinonenal

Pertenece al grupo de los 4-hidroxialkenales que fueron descubiertos en los afios
sesentas en estudios que evaluan la caracterizacién de las sustancias citotoxicas
y carcinostaticas presentes en el metil-linoleato autoxidado. EI HNE fue
identificado como una de las mayores sustancias toxicas en la fraccion de bajo
peso molecular del metil-linoleato. También se forma entre muchos otros
aldehidos como pentanal, hexanal, 2-hexenal, 2-heptenal, 2-octenal, 2-nonenal, 2-
4-nonalienal, 2-4-decadienal, acido 9-ocsononandico, donde el HNE y el 2,4-
alcalienal fueron identificados como los aldehidos de mayor toxicidad usando
cultivo de fibroblastos (8). Muchos de los estudios sobre los 4-hidroxialquenales

se realizaron durante el final de la década de los setentas, resaltando su actividad
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carcinostatica, su potencial uso como tratamiento tumoral, y su reactividad sobre
compuestos tidlicos de importancia biologica (glutation, cisteina, SH-proteinas) (8).
El mecanismo de formacion de los hidroxialquenales es complejo y no ha sido
comprobado en los sistemas bioldgicos, los datos actuales se han obtenido
experimentalmente. Sin embargo, en general se puede concluir que el HNE
puede ser formado a partir de los acidos grasos poliinsaturados omega 6 como el
acido linoléico, acido araquidonico, y acido gamma-linoléico, y también puede
formarse de los PUFAs omega 3 como el 22:6. La determinacion de HNE se ha
realizado a través de métodos que usan CG y HPLC acoplado a espectrometria

de masas. El método por HPLC es considerado como el mas apropiado (8).

Los efectos bioldgicos generales de los hidroxialquenales fueron estudiados con la
intension de aclarar si pueden mediar efectos en las células y tejidos en respuesta
al estrés oxidativo y la peroxidacion de lipidos. La mayoria de efectos reportados
fueron divididos en tres categorias dependiendo de la concentracion de los

aldehidos en el sitio de accion:

a. Valores mayores o iguales a 100 uM: HNE producen efectos citotoxicos
agudos y mas o menos inespecificos, causando en muchos casos muerte
celular rapidamente; muchas de las funciones celulares basicas catabdlicas (ej.
Respiracion mitocondrial) y anabdlicas (DNA, RNA, y sintesis de proteinas)

son parcial o totalmente inhibidas por dichas altas concentraciones.

b. Concentraciones de HNE en el rango de 1 a 20 pM: pueden inhibir la
replicacion del DNA vy la sintesis de proteinas, estimular la fosfolipasa A; e
inhibir la expresion del proto-oncogen c-myc. Muchos estudios parecen
mostrar que el HNE puede existir en tales concentraciones, sugiriendo que
algunos de estos efectos pueden de hecho ser producidos tisularmente en

respuesta al estrés oxidativo.
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c. Concentraciones por debajo de 0.1 uyM pueden tomarse como niveles
fisiolégicos en muchos tejidos asi como también en suero, y los efectos
observados en este rango de concentracion son atribuidos a efectos
fisioloégicos tales como la quimiotaxis, la modulaciéon de la actividad de la
adenilato ciclasa, débil estimulo de la actividad de la guanilato ciclasa, y la
estimulacién de la fosfolipasa C. Para el HNE la dosis efectiva para realizar

este efecto es muy bajo en un rango entre 10°y 10° M (8).

Las concentraciones basales del HNE detectables en suero humano bajo
condiciones basales parecen estar entre 0.05 - 0.15 yM, con un maximo
observado de 0.5 uyM. Estos valores fueron medidos con los métodos del 5,5'-
ditiobis-(2-acido  nitrobenzoico) y de la oxima O-pentafluorobencilo,
respectivamente (71, 72). Strohmaier et al, estudiaron mas recientemente las
concentraciones fisiologicas de HNE en 10 adultos voluntarios, fue obtenido un
valor estandar de 0,65 *+ 0,39 uM, siendo en promedio mayor en hombres que en
mujeres (0.78+0.43 vs. 0.451£0.23 uyM) (73). Los valores fisiolégicos en plasma de
HNE aumentan con la edad, relacionado con la tendencia al deterioro del balance

oxidativo en el envejecimiento (74).
1.5.2. Rol fisiopatoldgico del HNE

La evidencia del aumento del HNE en los tejidos y la sangre en diferentes estados
patolégicos humanos, sugieren su participacion en la expresion clinica y posible
progreso de las enfermedades. A pesar del papel primario o secundario que
juegan los productos finales de la peroxidacion lipidica en una patologia
especifica, es claro el hecho de que el HNE puede hacer parte de la sefializacion
celular relacionada con las reacciones inflamatorias, tomando en cuenta que la
inflamacion es uno de los eventos centrales en la progresion y fisiopatologia de

muchas enfermedades cronicas (74).
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El primer punto clave, aun bastante discutido por sus implicaciones patoldgicas es
el estrés oxidativo o mejor dicho, dafio oxidativo tras la oxidacion de las
biomembranas lipidicas (peroxidacion lipidica), una de las mayores consecuencias
en el desequilibrio redox tras la oxidacion tisular y celular. De hecho, el estrés
oxidativo es una caracteristica bioquimica comun para 39 tipos diferentes de
patologias entre las que se encuentran el accidente cerebro vascular, la
aterosclerosis, la diabetes mellitus, cardiomapatia dilatada y el infarto agudo de
miocardio en su fase inicial y progreso (74, 75). Otro punto clave mas importante
aun es la inflamacién, especialmente aquella inflamacion relacionada con fibrosis,
una caracteristica tipica de las enfermedades HNE positivas, especialmente
durante la fase de progresién. La evidencia muestra que el HNE es una molécula
que participa en la sefializacion celular involucrada en la respuesta inflamatoria,
esto deberia representar una prueba solida de la relacion del HNE con la patologia

humana (8), y por lo tanto de una posible utilidad en el IAM.

En cuanto a la enfermedad coronaria y estrés oxidativo, se han obtenido
concentraciones de proteinas modificadas en tejido endomiocardico de pacientes
con cardiomiopatia dilatada, proporcionales a la dilatacion ventricular y la
disfuncion sistdlica (37, 13). El aumento en los niveles de aductos proteicos de
HNE han sido detectados en plasma de pacientes con infarto agudo del miocardio
que son llevados a angioplastia coronaria, este hallazgo muestra asociacion entre

el estrés oxidativo y el infarto agudo del miocardio (76).

1.5.3. 4-HNE y NT-proBNP

La sintesis de NT-proBNP es estimulada por estrés del miosito (37), ya sea por
aumento del estiramiento miocardico secundario a la disfuncidn ventricular
izquierda y/o derecha a causa de la hipoxia celular, la isquemia, la frecuencia

cardiaca, y una variedad de citoquinas proinflamatorias y neurohormonas con
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efectos vasoconstrictores, antidiuréticos, hipertréficos y citoproliferativos (45). Del
mismo modo, los productos finales de la peroxidacion de lipidos de membrana
como el HNE ha mostrado participar en vias de sefializacién inflamatoria (8), lo
que es facil de asociar si tomamos en cuenta que la inflamacién es parte de la
respuesta fisiopatolégica en el infarto agudo de miocardio. También se ha
encontrado relacion entre los marcadores inflamatorios y la producciéon de NT-
proBNP en la fase aguda del infarto al miocardio, ambos factores relacionados con
la extensién del infarto y con el pronéstico durante su estancia en la unidad de
cuidados intensivos, asi como también en su seguimiento a largo plazo (48).
Ademas, se han hallado asociaciones consistentes entre el estrés oxidativo y las
enfermedades de origen cardiovascular (37, 76); asi como especificamente en el
IAM (77, 52). En este sentido otros oxidantes reactivos, como la mieloperoxidasa y
los compuestos carbonilicos derivados de la oxidacion de las proteinas,
relacionados con el estrés oxidativo, muestran elevacion después del IAM e
incluso funcionan como factores de riesgo en la mortalidad a largo plazo,
afiadiendo valor prondstico a la fracién de eyeccion del ventriculo izquierdo y los
niveles plasmaticos de NT-proBNP (12). Ha sido a través de estos hallazgos que
se han propuesto las nuevas estrategias de multimarcadores, que han resultado
ultiles en la estratificacion del riesgo entre pacientes con sindromes coronarios
agudos sin elevacién del ST como grupo de importancia en cuanto al desafio
diagndstico (13). De este modo valdria la pena ensayar nuevos marcadores no
invasivos de estrés oxidativo de interés fisiopatolégico con marcadores de estrés
del cardiomiocito con alto valor pronostico ya establecido (NT-proBNP) y evaluar la
utilidad de su asociacion en el infarto agudo del miocardio sin elevacién del ST
como grupo ubicado en una zona intermedia de riesgo entre un dafio miocardico
grave evidente y eventos coronarios isquémicos de menor gravedad

caracterizados por ausencia de dafo tisular.
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El valor prondstico del péptido natriurético en la evolucion a corto plazo de los
SCA se ha demostrado en distintos estudios clinicos (5, 6, 43, 48, 45). Sin
embargo, no existen hasta la fecha estudios que evaluen su relacién con
productos de peroxidacion lipidica como el HNE en la fase aguda del 1AM, y
mucho menos a través de técnicas de HPLC que optimizan la sensibilidad y el
nivel de deteccion del analito (8, 74), contribuyendo asi a esclarecer su posible

papel como biomarcador.

Métodos para determinacion. HNE

Los métodos comunmente usados para la determinacion de aldehidos en
muestras biolégicas son basados en el tratamiento de la muestra con la 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH). Los aldehidos reaccionan con la DNPH para formar
los correspondientes derivados dinitrofenilhidrazonas. A diferencia de la mayoria
de los aldehidos libres, las hidrazonas derivatizadas son compuestos estables y
no volatiles, que ofrecen gran facilidad en la manipulacion en los procedimientos
de laboratorio. Este método es de eleccibn cuando se cuenta con bajas
concentraciones de HNE en la muestra (€1 pM), ofreciendo entre otras una
ventaja sobre los métodos de determinacion directa de HNE por HPLC (58)

La investigacion en cuanto a la determinacién de aldehidos por el método de la
derivatizacion con DNPH ha establecido esquemas que muestran claramente la
distribucion esperada de dichos aldehidos sobre la placa de TLC (83), como el que
muestra la figura 2.2. Dado que existen aldehidos contaminantes normalmente
presentes en el ambiente del laboratorio y en los materiales usados durante la
sintesis, tales como formaldehido, osazonas y algunas cetonas entre otros, se

encuentran compuestos derivados de |la DNPH que requieren ser removidos.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢Existira diferencia en los niveles plasmaticos del 4-hidroxi-2-nonenal asociados
con los niveles de NT-proBNP en sujetos con IAM sin elevacion del ST en su fase
aguda comparados con los de sus controles sanos?

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la concentracion plasmatica del 4-hidroxi-2-nonenal como indicador
bioquimico de dafio oxidativo en pacientes con infarto agudo del miocardio sin
elevacion del ST y analizar su relacién con la producciéon del extremo amino
terminal de la prohormona del péptido natriurético cerebral.

Objetivos especificos

1. Comparar los niveles de HNE y NT-proBNP entre los pacientes con

diagnéstico de infarto agudo del miocardio y sus controles sanos.

2. Evaluar la correlacion entre los niveles de aldehido y los de NT-proBNP.

3. Revisar la relacidn entre la severidad del infarto agudo del miocardio y los
niveles de HNE

4. Determinar las caracteristicas del HNE como posible biomarcador en el infarto

agudo del miocardio sin elevacion del ST.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. SELECCION DE LOS PACIENTES Y OBTENCION DE LAS MUESTRAS

2.1.1. Grupo de estudio

La inclusion de los participantes en este estudio se anidé6 en el proyecto
‘IDENTIFICACION DE MARCADORES DERIVADOS DEL PEPTIDO
NATRIURETICO PRO B COMO PREDICTORES DE MORTALIDAD EN
PACIENTES CON SINDROME CORONARIO AGUDQ”, financiado por
COLCIENCIAS en el afio 2007 con cédigo No. 1102-408-2043-2008. EI grupo de
pacientes tenian diagnostico electrocadiografico inicial de Infarto agudo del
miocardio sin elevacién del segmento ST (NSTEMI). Fueron atendidos en el
servicio de urgencias dentro de las primeras 48 horas después del inicio de los
sintomas. Este proceso fue llevado a cabo por los cardidlogos del servicio de
urgencias del Hospital Universitario de Santander (HUS), el Instituto del Corazon
(IC) y la Fundacion Cardiovascular de Colombia (FCV). De otro lado, contamos
con 20 personas aparentemente sanas sin evidencia de enfermedad coronaria

aguda que sirvieron de controles negativos.

Los pacientes fueron incluidos si cumplian con los criterios de dolor precordial
asociado a anormalidades electrocardiograficas. En la evaluacion clinica inicial se
aplicaron los siguientes criterios de inclusion: pacientes con sintomas de dolor
precordial, electrocardiograma sin elevacion del segmento ST y niveles de
troponina T en plasma = 0.04 ng/mL. Criterios de exclusion: (i) tiempo mayor de
48 horas de inicio de los sintomas, (ii) antecedentes de cancer e IRC en estadio =
3, (iii) diagndstico de angina de pecho. Se obtuvo de cada uno su consentimiento
informado y se registraron datos clinicos que incluyeron: estado al ingreso,

antecedentes patologicos, escala de riesgo TIMI, resultados de los examenes
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paraclinicos, hallazgos electrocardiograficos y aparicion de complicaciones.
Fueron extraidos 6 mL de sangre venosa en tubos con heparina de litio y 4 mL en

tubos con citrato de sodio, luego repartidas y almacenadas a -20 °C.

Los controles sanos se tomaron de la comunidad y no de la poblacion hospitalaria
porque los centros clinicos donde se incluyeron los pacientes son especializados
en patologia cardiaca. Se visitd el barrio Bucaramanga donde se llevaba un
trabajo de salud publica y se incluyeron los controles sanos con los siguientes
criterios: sin anormalidades electrocardiograficas, niveles de troponina T negativa,
hallazgos y antecedentes clinicos que descartaron enfermedad coronaria aguda.
Se incluyeron pacientes con comorbilidad y factores de riesgo conocidos como
HTA, diabetes mellitus, tabaquismo y dislipidemia entre otros, de tal forma que las
caracteristicas de ambos grupos fueran lo mas homogéneos posible y dejando
que el dafo isquémico agudo del tejido miocardico como fuera la principal
diferencia. Cada persona en este grupo firmo un consentimiento informado y le fue
extraida una muestra sanguinea bajo las mismas condiciones del grupo de
pacientes con NSTEMI. Su registro del trazo electrocardiografico fue interpretado
por médicos expertos de la FCV y la UIS. El estudio contd con la aprobacion de
los comités de ética del Hospital Universitario de Santander, La Fundacién
Cardiovascular y el Instituto del Corazéon y el ISABU. La figura 2.1 muestra el
flujograma que explica el proceso de seleccion y seguimiento de los pacientes a lo

largo del estudio.
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Figura 2.1. Flujograma del proceso de seleccion, estudio y seguimiento de

participantes (casos y controles) en el estudio.
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2.1.2. Muestras Bioldgicas

Se extrajeron 4 mL de sangre fresca mezclados con 0.3 mL de solucion de citrato

de sodio isoténico (18 mM) como anticoagulante e inmediatamente fue refrigerado.

Inmediatamente, el plasma se obtuvo por centrifugacion a 3500 x g durante 10

min. El plasma preparado fue refrigerado y transportado en hielo seco hacia el

Laboratorio Clinico CAPRUIS. Se mantuvo la cadena de frio de tal manera que se

generara una minima reactividad molecular y conservar intactos los niveles de

HNE de la muestra. La muestras fueron almacenadas a — 20 °C en un tiempo no

mayor a tres meses; después de este tiempo las muestras se almacenaron a una

temperatura de -70 °C.
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2.1.3. Consideraciones éticas

De acuerdo con el articulo 11 de la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud, la presente investigacidon se encontré clasificada como de no riesgo, ya que
no hace intervenciones a pacientes. La informacion de los pacientes, los plasmas
y el consentimiento informado fueron obtenidos en concordancia con lo aprobado
para el proyecto que anida a este mismo titulado “IDENTIFICACION DE
MARCADORES DERIVADOS DEL PEPTIDO NATRIURETICO PRO B COMO
PREDICTORES DE MORTALIDAD EN PACIENTES SINDROME CORONARIO
AGUDO?”, del cual este proyecto realizd el reclutamiento de los casos y los

controles, tal como se describié en parrafos anteriores.

De acuerdo al parrafo numero 3 de la hoja numero 2 del consentimiento informado
del estudio que anida esta investigacion, que menciona “se le informara al
paciente telefénicamente en caso que necesite realizar algun estudio adicional’,
de este modo y dado el caso, se realizé el analisis de las muestras tras solicitar
aprobacion telefénica al paciente para la realizacion de los examenes adicionales

a cargo del mismo estudio.

2.2. METODOS EXPERIMENTALES

2.2.1. Preparacién del derivado estandar 2,4-dinitrofenilhidrazona.
Derivatizacion con DNPH:

La reaccion entre la molécula de DNPH y HNE sigue teéricamente un rendimiento
cuantitativo del 100%, de modo que para 3 mg de HNE que se usaron se

esperaba obtener 5.45 mg del compuesto derivado. La sintesis de la solucién

patron del derivado 2,4-dinitrofenilhidrazona (HNE-DNPH) siguié los
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procedimientos generales de Pompella y cols. (82). Se mezclaron 400 yL de una
solucion acuosa de HNE a una concentracion de 8.17 yM con volumen igual de
una solucion de DNPH (2g diluidos en 5 mL de acido sulfurico al 98% y etanol
50% concentracion final). Esta reaccion quimica se llevd a cabo mediante
incubacién a temperatura ambiente, en la oscuridad, bajo agitacion durante 30 min
y a pH 3.0. El derivado HNE-DNPH sintetizado fue extraido dos veces con 800
ML de diclorometano, mediante agitacién (1 min.) y centrifugacion (4500 x g, 4°C,
10 min.). Una vez retirado el sobrenadante acuoso fue llevado a sequedad con
nitrégeno. Las cantidades de agua que no pudieron ser retiradas
macroscopicamente se removieron agregando sulfato de magnesio anhidrido y
lavando sucesivamente con 200 uL de diclorometano, llevado a sequedad
nuevamente para luego resuspender en 100 pL de metanol. Finalmente la
muestra fue sometida a purificacion por medio de cromatografia de capa fina
(TLC). Los derivados de la DNPH fueron reconocidos facilmente por su intensa

coloracion amarillenta, la abundancia y sus patrones de migracién caracteristicos.

Separacién por cromatografia de capa fina (TLC) y purificacion:

Los derivados de DNPH extraidos fueron colocados a lo largo de la base de una
placa de TLC (20 cm x 20 cm x 0.2 mm, recubierta de silica gel obtenida de
Laboratorios Merck) en una banda de aproximadamente 3 — 5 cm de largo, y se
corri6 dos veces con diclorometano los primeros 5 cm y con benceno los
siguientes 13 cm. El estandar de DNPH fue corrido en paralelo. El area
correspondiente al estandar HNE-DNPH correspondiente a las hidrazonas de la
zona | (figura 2.2), que estuvieron a un factor de retencion (R¢) por debajo de la
DNPH que no reaccioné y que se identificé como una gran banda amarilla intensa
de aproximadamente 1.5 cm de grosor, que fue arrancada (R = 0.5) luego eluida y

centrifugada en tres ocasiones con 2 mL de metanol. El extracto metandlico fue
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llevado a sequedad con nitrogeno y redisuelto en 200 yL de metanol antes del
analisis por HPLC (83).

Figura 2.2. Esquema que muestra la determinacion por separaciéon de los
derivados de la DNPH usando TLC. El derivado estandar HNE-DNPH
sintetizado de fue recuperado de la zona | a 5-6 cm del inicio

aproximadamente (Ry=0.5).
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La concentracion de la solucion estandar del HNE-DNPH en metanol; fue
determinada espectrofotométricamente a 370 nm basados en la absorbitividad
molar € = 28000, por medio de la ley de Lambert-Beer, realizamos 7 diluciones

distintas (1:150 - 1:450) a través de las cuales calculamos su concentracién y a
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través de la absorbancia promedio se calculd que a través de la reaccion se
obtuvieron 0.56 g/mL, luego la solucion fue llevada a 500 pL de volumen final y se
obtuvo una concentracién de 3.05 M (1.027 g/mL) (75). Con esta solucién patrén
se realiz6é la curva de calibraciéon por HPLC. De este modo el porcentaje de

recuperacion fue del 19% a partir del calculo de rendimiento cuantitativo inicial.

2.2.2. Preparacion de la muestra para medicion de 4HNE

El plasma fue repartido en alicuotas de 1 mL, a cada uno de los cuales se le
adicionaron 10 L de solucion metandlica de BHT al 2% para prevenir la oxidacion
durante el transporte, manipulacion y almacenamiento evitando asi la degradacion
y/o la formacion de novo del 4HNE por autoxidacion (83). En un tiempo no mayor
a 30 minutos a partir del momento en que se tomd la muestra, fueron anadidos
500 pL de una solucion acuosa de DNPH (50 mL de HCL 1N mezclados con 25
mg de DNPH) para la derivatizacién y la mezcla de la reaccién se sometié bajo
agitacion constante en la oscuridad a temperatura ambiente durante 2 horas (84).
La figura 2.3 ilustra los procedimientos generales que se siguieron desde la

extraccidon manual de la muestra hasta su derivatizacion con DNPH.
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Figura 2.3. Representacion del proceso de extraccidn, manejo y procesamiento de

las muestras sanguineas hasta la derivatizacion con DNPH.

= NTproBHP
-Troponina T Agitacionx 2hs en la
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Preparacion de las muestras para cromatografia de absorcidon

Posterior a la derivatizacién, la muestra fue diluida con 500 uL de agua destilada
para mejorar su fluidez y luego vertida en una columna empacada con 1,6 g de
material de extraccion Extrelut®, una vez distribuido a lo largo de dicha columna
se agregaron 40 mL de diclorometano y luego se recolectdé el volumen del
eluyente coloreado amarillento que contiene las hidrazonas lipofilicas (25 — 30
mL). El volumen fue llevado a sequedad mediante rotovaporacién bajo presion
reducida, a una temperatura < 35°C y finalmente redisuelto en 1,4 mL de

diclorometano (72).
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Cromatografia de absorcion

Luego la muestra fue llevada a cromatografia de absorciéon donde se removieron
la mayoria de las hidrazonas y otros compuestos carbonilicos no polares,
reactivos sin reaccionar y carbonilos polares de los 4-hidroxialquenales, que de
otro modo podrian interferir en el analisis por HPLC posterior (84). La muestra
disuelta en diclorometano se vertié de manera homogénea en la parte superior y
sobre un papel filtro de una columna de adsorcion rellena con 15 g de silica gel 60.
Una vez evaporado todo el diclorometano se utiliz6 una solucién de
diclorometano/metanol 20:1 como eluyente. Posteriormente se recolectd la
fraccidon presente entre los primeros 30 mL. Finalmente, la fraccion recolectada
fue nuevamente llevada a sequedad por rotavaporacion y luego redisuelta en 200
ML de metanol grado HPLC vy refrigerado a -20°C hasta el momento del analisis.
La figura 2.4 esquematiza el proceso de extraccion y purificacion del derivado

HNE-DNPH de la muestra de plasma derivatizada.
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Figura 2.4. Representacion de la preparacion de la muestra por cromatografia de
columna hasta su identificacion y cuantificacion de HNE-DNPH por
HPLC, realizados por comparacion de los tiempos de retencién y la
altura del pico de los cromatogramas de la muestra, con los de las

soluciones estandar del conjugado.
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2.3. METODOS ANALITICOS

2.3.1. Andlisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

La separacion del derivado HNE-DNPH fue realizado usando Cromatografia

Liquida de Alta Resolucion en fase reversa (RP-HPLC). Para esta técnica se

realizo la cuantificacion a través de una curva de calibracion (11). Ver anexo A.1.
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Una alicuota de 20 uL de la solucién metandlica de la muestra fue inyectada
usando un equipo Agilent Thechnologies acoplado a control de temperatura
establecida en 25 °C, inyector automatico y un detector de arreglo de diodos
(DAD) a una longitud de onda 370 nm, en el que el compuesto mostré una fuerte
absorcidon maxima. Se usé una columna Hewllet Packard C18, 4.6 x 250 mm - 5
pm de diametro de poro, protegido por una precolumna Agilent Technologies
Eclipse XDB-C18 4-Pack (Analytical guard column 4.6 x 12.5 mm - 5 ym). Se
utilizé como fase movil metanol/acetonitriio/agua a una relacion 55:20:25,
respectivamente. La identificacion y la cuantificacion se realizaron por
comparacion de los tiempos de retencion y la altura del pico de los cromatogramas
de la muestra, con los cromatogramas del estandar conjugado HNE-DNPH a
concentraciones conocidas. La autenticidad de los picos fue verificada usando el
derivado sintético HNE-DNPH como estandar interno. El flujo de la fase movil fue
ajustado a 1 mL/min para obtener tiempos de retencién de aproximadamente de
16 a 17 min y la linea base se establecio a 0,01 miliunidades de absorbancia a full
escala (mAU) (85).

2.3.2. Analisis confirmacion HNE-DNPH (HPLC/MS)

Andlisis inicial fue realizado por cromatografia liquida en fase reversa, se
recogieron fracciones correspondientes a los picos encontrados en la solucién
patron, y los picos de las muestras de los pacientes. La identidad de HNE-DNPH
se confirmd por medio de espectrometria de masas. El equipo utilizado fue un
espectrometro de masas, marca Bruker, modelo Amazon X, equipado con una
fuente de ionizacion por electrospray y un analizador de trampa idnica. Se
obtuvieron espectros de masas en polaridades de ionizacidon positiva y negativa,
empleando un flujo de la muestra de 2uL/min y un tiempo de acumulacion de los
iones de 1000000 us.
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2.3.3. Andlisis de NTproBNP por qumioluminiscencia.

La cuantificacion del NTproBNP se realiz6 en el Laboratorio Clinico CAPRUIS. La
cuantificacion del NTproBNP procesada a través del kit diagnéstico IMMULITE®
2000 para NTproBNP (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA),
que utiliza quimioluminiscencia de dos sitios en fase solida, que consiste en una
prueba inmunomeétrica con un ciclo de incubation de 1x30 min en un dispositivo
analizador IMMULITE 2000, usando los mismos anticuerpos monoclonales del
Elecsys proBNP kit de Roche Diagnostics (Roche Diagnostics,Basel, Switzerland).
Del cual se ha estudiado la estabilidad y la precision en la medicion de los niveles

de la pro-hormona con fines diagndsticos (86).

2.3.4. Biometria sanguinea.

La biometria sérica complementaria fue realizada por el laboratorio clinico del
Hospital Universitario de Santander y en algunos casos por los laboratorios locales
de los centros hospitalarios anexos, como la Clinica Chicamocha a través del
Instituto del Corazon y la Fundacion Cardiovascular de Colombia. La metodologia
usada vario para cada prueba, los niveles de troponina T sanguinea y CKMB se
cuantificaron por electroquimioluminiscencia en un analizador Elecsys 2010 y la
actividad de CK-MB en un analizador Integra 700 (Roche Diagnostic S.L.). La
creatinina sérica por medio de una reaccion colorimétrica en el espectro de
absorcion azul-verde (490 — 500nm) detectando la formacion del complejo color

amarillento de creatinina — picrato.

Célculo del tamafio del infarto y la fraccion de eyeccién.

Para determinar el tamano del area del musculo cardiaco infartado, se han

utilizado métodos de tipo enzimatico (87), angiograficos, asi como estudios que
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emplean isétopos radiactivos o la resonancia magnética nuclear. Estos estudios
resultan muy costosos. Con el mismo objetivo se ha usado la electrocardiografia.
Selvester y Cols.,(88) crearon un sistema para la estimacion del tamafio del IAM
basado en la medicion y relacién de ondas del electrocardiograma (ECG) de doce
derivaciones (89, 91). Con la intensidén de mejorar su empleo practico Wagner y
cols., simplificaron el sistema de Selvester (90). Estos autores informaron haber

obtenido con esa modificacion una especificidad de 98%.

De este modo aprovechando los trazos electrocardiograficos se calcul6 el tamafio
del infarto y la fraccion de eyeccion (FE). Para esto se utilizo el método
electrocardiografico de Selvester modificado por Wagner, la puntuacion se
expreso en numeros enteros. Cada puntuacion analizada se multiplicé por 3, el
resultado se expres6 en términos del porcentaje de masa la muscular
comprometida (90) y se evaluo la asociacion de la puntuacién con el area
infartada, de modo que se considerd6 de la siguiente forma: (i) <5 puntos
correspondié a un compromiso < 15%, (ii) de 6 a 8 puntos a un compromiso del
18 al 24 %, y (iii)) 9 o mas puntos correspondié a un dafio =2 27 %. El sistema de

puntuacioén usado es mostrado en el cuadro 2.1.

La FE fue calculada con la formula FE % = 60 - (3 X QRSiongitua). Con una
sensibilidad descrita de 0.93 y especificidad de 0.88 y una correlacion de ECG con
ventriculografia con radioisétopos a través de regresion con ra ~ 0.69 - 0.95 con
una media de 0.84 tomando en cuenta los tiempos de evaluacion de 3,8 semanas

y a un afo y por supuesto la localizacion del infarto (89).
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Cuadro 2.1. Criterios para determinar del sistema de puntuacién de escala del
QRS segun Selvester/Wagner (90).

Derivacion Duracion Criterios Puntos
(mseg) amplitud de maximos
proporciones
I Q=30 (1) R/Q<1 (1) 2
I Q=40 (2) 2
Q=30 (1)
aVv, Q=30 (1) R/Q<1 (1) 2
Q=50 3) R/Q<1 (2)
aVe Q=40 (2) 5
Q=30 (1) RQ<2 (1)
Vi Alguna Q (1) 4
R=> 50 (2)
R= 40 (1) R/IS<A1 (1)
V, Alguna Q o R=1 (1) 4
R=>60 (2)
R=50 (1) R/S<15 (1)
V3 Alguna Q o R<30 (1) 1
V4 Q=30 (1) R/QorR/S<0.5 (2) 3
R/Q or R/S<1 (1)
Vs Q=30 (1) R/Qor R/S<1 (2) 3
R/Q or R/S<2 (1)
Vs Q=30 (1) R/Qor R/S<1 (2) 3
R/Q or R/S<3 (1)

2.4. ANALISIS DE DATOS

Los datos fueron recolectados a través de formularios, tanto para los casos como
para los controles. Posteriormente se digitd y organizé una matriz de datos en

Microsoft Excel para luego realizar el analisis estadistico con el software
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estadistico STATA 10.1. El analisis comparativo entre grupos de observacion de
variables cualitativas se realizé la prueba de Fisher y la prueba de la x* en tablas
de 2 x 2. Para aquellas con observaciones menores de 5 se usé la prueba de
Yates. Para las variables cuantitativas de distribucion normal se usé el test de
student (media, 95%IC) y para las no paramétricas se realizé el test de Kurskal-
Wallis, expresando las medias aritméticas y sus respectivos intervalos de
confianza del 95%. Para evaluar la correspondencia entre los niveles de 4-HNE
como variable cuantitativa de salida y las demas variables se realizé: (i) entre
variables cuantitativas no paramétricas, la prueba de Spearman, (ii) regresion
linear al comparar no parameétricas con aquellas que presentaban distribucién
normal y (iii) variables cualitativas con cuantitativas no paramétricas se usé mann-
Whitney o Kruskal-Wallis.
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3. RESULTADOS
3.1. DETERMINACION DE HNE POR HPLC

Los procedimiento de extraccidon de las hidrazonas carbonilicas del plasma
derivatizado de los pacientes con IAM y aquellos sanos requirié el uso de dos
columnas usando como fase movil a: (i). Extrelut®, que ofrecié la ventaja de
prevenir la formacion de emulsiones en la extraccion organica de las hidrazonas.
(ii). Silica gel, que purificé la muestra una gran cantidad de hidrazonas polares. La
cuantificacion de la concentracion plasmatica se realizé usando como referencia
los tiempos de retencion de la molécula patron y usando la ecuacion de la curva

de calibracion de dicha solucidon estandar, como se muestra en el anexo A.1.

La concentracion mas baja que pudo ser estimada estuvo alrededor de 0.1 uM,
que fue referido a la cantidad del volumen plasmatico inicial (1 mL). ElI HNE se
identificd en tiempos de retencion tipicos y estables entre 16 y 17 min. En la figura
3.1 se muestran ejemplos de los cromatogramas obtenidos y la coincidencia de los
tiempos de retencién entre HNE de la muestra versus la comparacion de con
solucion estandard de referencia, y en la figura 3.2 se comparan los

cromatogramas tipicos de una muestra de un paciente sano y uno con IAM.
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Figura 3.1. Cromatogramas integrados del estandar HNE-DNPH y de la muestra
de un paciente con |IAM.
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Figura 3.2. Cromatogramas por analisis con HPLC de las muestras de un paciente

con IAM y un paciente control.
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3.2. CONFIRMACION DEL HNE-DNPH POR ESPECTROMETRIA DE MASAS.

La solucién estandar de HNE sintetizada organicamente fue sometida a procesos
de purificacién usando en TLC por duplicado, hasta obtenerla con un 96% de
pureza. Posteriormente de su analisis cromatografico (HPLC-RPE) se recolectaron
fracciones correspondientes al pico de mayor abundancia, encontrandose
aproximadamente a una concentracion de 1uM. De esta forma se inyecto
directamente en un espectrometro de masas, donde se tomaron registros en
polaridad negativa y positiva. En modo negativo la solucion patron de HNE-DNPH
con una masa molecular de 336 g/mol, mostré un espectro de masas donde se
observé el i6n molecular de HNE-DNPH con pérdida de un hidrégeno

(deprotonado) con una relacion masa / carga (m/z) de 355, lo cual ofrecio
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evidencia inicial de que la muestra analizada contenia la sustancia de interés. La

figura 3.3 presenta el espectro obtenido bajo ionizacion negativa.

Figura 3.3. Espectro de masas de la soluciéon patron HNE-DNPH sintetizada, y

luego purificada por TLC, bajo ionizacién negativa.
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Al analizar la muestra en polaridad positiva se obtuvo un ién de relacién m/z =
337, que corresponde a la molécula HNE-DNPH con adicion de un hidrogeno
(protonada), (figura 3.4). Posterior a la identificacién de los picos correspondientes
con la masa molecular de nuestra molécula se realizé fragmentacién para ambas
polaridades. En modo positivo se produjo pérdida de 18 unidades (337-319)
indicando la salida de agua. Adicionalmente, se detecto el ion fragmento de m/z
167.5, que corresponde a la pérdida del anillo de la molécula de partida, éste moro
ser uno de los ‘picos diagndsticos y que en conjunto con la demas evidencia
confirma la identidad de la molécula estudiada (figura 3.5). Por otro lado, la
fragmentacion de la molécula en modo negativo, permitio la deteccion del ion de

m/z 288, originado por la pérdida de 47 unidades (salida de NO;, y pérdida de un
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protdn adicional). Adicionalmente, se detectd el fragmento 167, que corresponde
nuevamente a la pérdida del anillo de la molécula inicial (figura 3.6). De esta
manera, el analisis por espectrometria de masas de la molécula de interés
(deteccion del ion molecular y fragmentacion en polaridad positiva y negativa)
condujo a la confirmacion de la identidad de dicha molécula. Fracciones de los
picos correspondientes con los tiempos de retencion del patron de HNE en las
muestras de los casos y los pacientes sanos fueron sometidas a este mismo
analisis, obteniendo iguales patrones de espectros de masas que confirmaron
también en las muestras la autenticidad en la identificaciéon y cuantificacion del
HNE.

Figura 3.4. Espectro de masas bajo ionizacién positiva de la solucion patron HNE-

DNPH sintetizada, y luego purificada por TLC.
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Figura 3.5. Picos de fragmentacion del ion molecular identificado en modo positivo.
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Figura 3.6. Picos de fragmentacion del ion molecular identificado en modo

negativo.
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3.3. ANALISIS PAREADO POR GRUPOS DE OBSERVACION.

3.3.1. Variables cualitativas y caracteristicas generales de la poblacion

En general las prevalencias de los factores de riesgo estudiados fueron iguales en
ambos grupos de observacion, ninguna de las condiciones de base presentes en
cada uno de los grupos presento diferencias significativas, tal como se describe en
la tabla 3.1. Este hecho supone homogeneidad en cuanto a dichas condiciones
entre ambos grupos (sanos e IAM). A partir de este analisis, en total se analizaron
42 personas, de los cuales 23 fueron mujeres (55%) y 19 fueron hombres (45%).
En el grupo de pacientes sanos hubo 13 mujeres y 7 hombres, y en el grupo de
IAM se encontraron 10 mujeres y 12 hombres. No se observaron diferencias por
género. En latabla 3.1 se muestra la comparacion de la influencia de las variables
sociodemograficas de tipo cualitativo sobre los niveles de HNE en los 42 sujetos
estudiados y discriminada por grupo de observacion. La hipertension arterial se
destacé como la enfermedad de mayor prevalencia en la poblacion total (n=42)
con 63%, de estos vemos mayor porcentaje de hipertensos en el grupo de IAM
que en el de los sanos (69.6% vs. 60%), le sigue en frecuencia el tabaquismo con
39.5% que de igual manera resulté con un porcentaje mas elevado en el grupo de
IAM que en el de sanos. De manera similar las prevalencias generales del EPOC,
la dislipidemia y la enfermedad coronaria, al comparar entre grupos mostraron
mayores incidencias en el grupo del IAM que en el de sanos. Algunas otras
condiciones menos prevalentes para ambos grupos fueron en orden: (i)
sedentarismo (ii) diabetes mellitus, (iii) obesidad e insuficiencia cardiaca

congestiva (ICC), ambas con un 7%, y (iv) insuficiencia renal cronica (IRC).
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3.3.2. Variables cuantitativas

Indicadores generales

La edad promedio de la poblacién fue de 61 entre 40 y 91 anos de edad. Se
encontré que los pacientes con |IAM presentaron mayores edades promedio que
los del grupo de individuos sanos en ~ 11.7 afios (66.4, entre 51 a 91 anos,
versus. 54.7, entre 40 a 76 afos; p = 0.001). La tension arterial media (TAM) fue
significativamente mayor en los pacientes con |IAM (tomada al ingreso de los
pacientes a urgencias) con 120 (100 — 140) mmHg a diferencia de los controles
que presentaban una TAM dentro de rangos normales de 95 (85 — 90) mmHg
(p<0.001, 95% IC 103 — 112.7, t = 8.9). En la tabla 3.1 se muestran en detalle la
distribucion y las diferencias entre ambos grupos de las variables cuantitativas

incluidas en el analisis por grupo de observacion.

Marcadores de dafo y severidad

Los niveles plasmaticos de HNE se encontraron aproximadamente tres veces mas
elevados en los pacientes con IAM en su fase aguda, con una concentracion
media de 2.33 pM (0.21 - 13.3, n=22), en relacion al grupo de sanos que mostrd
una concentracién promedio de 0.78 yM (0.16 — 1.16, n=20), dicha diferencia fue
estadisticamente significativa (Kruskal-Wallis =7.74, GL= 1, p = 00054), Estos
resultados que se representan en la figura 3.7, y aportan evidencia sobre el

posible papel del HNE como biomarcador en el IAM.

El NTproBNP demostré concentraciones circulantes ~ 40 veces mayores en los
pacientes con |IAM con 3347 ng/mL (73.1 - 35000, n=22) en comparacién con la
concentracion plasmatica promedio del gupo control 82.9 ng/mL (44.8 - 260, n =

20), esta diferencia fue estadisticamente significativa (Kruskal-Wallis = 26.6,
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p<0.0001, D.F = 1, 73.1 - 35000), respresentado graficamente en la figura 3.5.
De la misma manera, los niveles de troponina fueron < 0.001 ng/mL entre los
participantes del grupo control, indicando ausencia de muerte y dafio isquémico
agudo de la célula cardiaca. En contraste, los pacientes con IAM mostraron una
media geometrica de 0.34 ng/mL (0.01 — 24.15) diferencias significativas entre
ambos grupos (Kruskal-Wallis = 30.7, p = 0.0001, G.L = 1). Los pacientes con IAM
presentaron fracciones de eyeccidon significativamente menores en ~ 10% que
aquellos sujetos sanos (55.5%, 25 — 60. vs. 39.5 %, 45 —70; p = 0.0001).

Dentro de la variales que se evaluaron unicamente en el grupo de los pacientes
con IAM estan: (i) la CK-mb que se mostré elevada en un promedio de 75.3
ng/mL (24.8 — 511.4). (ii) La creatinina que mantuvo sus niveles plasmaticos
dentro de rangos normales (1.01 mg/dL , 0.6 — 1.80). (iii) La estancia hospitalaria
promedio fue de 20 dias ( 5 - 45 ) y (iv) el tiempo entre la instauracion de los
sintomas vy la recoleccion de la muestra fue de 24 horas (10 — 47). La presencia
de complicaciones clinicas dentro de los primeros 6 meses del evento coronario
agudo se establecié en un 41% de estos pacientes, los pacientes sanos no

presentaron complicaciones en este periodo de tiempo.
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Tabla 3.1. Comparacion de las variables del estudio por grupo de intervencion.

Grupo Estadisticos
Variables Sanos IAM Total
N % n % n % Fisher Yates P
Masculino 10 45 12 56 22 52 0.17% -
Sexo Femenino 13 65 35 20 48 - 0.55
Dislipidemia 4 36 7 64 11 26 0.27° 0.60 0.37
EPOC 1 20 80 5 12 0.20° 0.54 0.73
HTA 11 42 15 58 26 62 0.31% 0.57 0.41
Diabetes 0 0 3 100 3 7 - - .
ICC 0 0 3 100 3 - - -
Obesidad 1 25 2 75 3 0.29" 1.88 0.17
SCA® 7 58 5 42 12 29 - - 0.56
IRCH 0 0 2 100 2 5 - - -
Tabaquismo 6 35 11 65 17 40 1.01° 0.31 0.34
Sedentarismo 3 38 5 63 8 19 0.40° 0.7 0.29
Media Media Media tstudent  Kwallis P
Edad® 66.4 (50.3-59.2) 54.7(61.2-71.5) 60.8 (57.1 - 64.6) 3.51 - 0.001
HNE'(uM) 0.78 (0.60 —1.02)  2.24 (1.37 — 3.65) 1.3 (0.98-1.81) - 7.74  0.005
NTproB NPf (pg/mL) 829 (69.1 - 99.4) 3347(1655.4 - 6767.4)  575.3 (289.5 — 1143.1) - 26.6 0.0001
Troponina T' (ng/mL) <0.001 0.34 (0.13-0.89)  0.34 (0.14 —0.89) - 30.6  0.0001
FE (%) 55.5 (52.4-58.6) 39.5(35.7-43.3)  47.1(43.7-50.6) 6.60 - 0.0001
TAME(mmHQ) 95 (91.9 - 98.1) 119.7 (115.1-1245) 108 (103.2 - 112.8) 8.98 - 0.060
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%

Creatinina' (mg/dL) - 1.01 (0.88 - 1.2) ; ; ] ]
Estancia” (d) - 20 (15 - 25) ; ] ) ]
Complicaciones? (%) - 9 (41 %) 9 (28.6) - - -
Tempo de - 24 (19.4 — 28.6) - - - -

Evolucion ®"
a. Test de Fisher. b. Test de Yates. c. Antecedentes de sindrome coronario agudo. d. Insuficiencia renal

cronica. e. Variable cuantitativa de distribucion normal, expresada como media aritmética y 95% IC. f.
Variable cuantitativa de distribucion no paramétrica, expresada como media geométrica y 95% IC. qg.
Frecuencia y porcentaje. h. Tiempo transcurrido en horas entre el inicio de los sintomas y la recoleccién de
la muestra. h. Dias de estancia hospitalaria.
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Figura 3.7. Distribucién de los niveles de HNE por grupo de observacion.
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Figura 3.8. Distribucidn de los niveles de NTproBNP por grupo de observacion.
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3.4. COMPORTAMIENTO DE LOS VALORES DE HNE RESPECTO A LAS
VARIABLES DEL ESTUDIO EN LOS PACIENTES CON IAM.

3.4.1. Variables cualitativas: condiciones de base de la poblacién.

En general, en los pacentes con IAM las concentraciones plasmaticas de HNE no
demostraron sufrir modificaciones significativas ante la presencia de condiciones
de salud tales como IRC, EPOC, HTA, diabetes, obesidad, antecedentes de SCA,
tabaquismo y sedentarismo. Sin embargo la presencia de ICC en los pacientes
con IAM mostré influir significativamente sobre las concentraciones plasmaticas de
HNE (Kruskal-Wallis = 5.49, P = 0.01). Por otro lado, al analizar para ambos

grupos la presencia de complicaciones a los 6 meses del evento agudo, mostraron
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mayores nuveles de HNE aquellos que presentaron complicaciones comparados
con lo que no las presentaron, no obstante estas diferencias no resultaron
significativas (P = 0.20). En el mismo orden, el desarrollo de desenlaces fatales a
los 6 meses de mostrd relacionarse con un aumento significativo en los valores
plasmaticos de HNE en el grupo de pacientes con IAM (n=22, Kruskal-Wallis =
7.30, P = 0.007), lo que podria llegar a ser una evidencia a tener en cuenta al

considerar su capacidad prondstica en el IAM.

Tabla 3.2. Analisis bi-variado entre las condiciones de base de la poblacién y las

concentraciones de HNE en los pacientes con IAM.

Media HNE® Estadisticos
Variables Comorbilidad
Presente Ausente KWallis GL P

Dislipidemia 2.78 2.43 0.77 1 0.37
EPOC 2.81 2.26 0.12 1 0.73
HTA 2.57 1.94 0.66 1 0.41
Diabetes 2.85 2.29 0.002 1 0.96
ICC 9.31 1.80 5.49 1 0.01
Obesidad 4.92 2.13 1.88 1 0.17
SCA® 2.50 2.30 0.34 1 056
IRC 3.36 3.35 0.13 1 0.72
Tabaquismo 3.42 1.67 0.90 1 0.34
Sedentarismo 3.47 2.10 1.12 1 0.29
Complicaciones® 5.01 1.60 1.30 1 0.20
Desenlace* 7.80 1.60 7.30 1 0.007

a. Concentracion promedio de HNE (uM). b. Antecedente de enfermedad
coronaria. c. presencia de complicaciones de cualquier tipo dentro de los
primeros 6 meses del IAM. d. Desarrollo de desenlace fatal dentro de los

primeros seis meses del AM. e. Media geométrica.
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3.4.2. Variables cuantitativas
Correlacion entre variables medidas en ambos grupos.

La edad mostré no tener influencia sobre los valores de HNE, exhibiendo una
variacion independiente de sus valores plasmaticos con solo una correlacion del
4% (r? - 0.04, F-test = 0.22, P = 0.64), de manera similar se comporté para los
niveles de NTproBNP (- 0.02, F = 1.51, P = 0.23). Asi mismo las diferencias
entre géneros no fueron significativas, de modo que el género mostré ser
independiente respecto a los niveles de HNE (Mann-Whitney = 0.35, GL =1, P =
0.55), y con los de NTproBNP (Mann-Whitney = 0.027, GL=. 1, P =0.86).

De todas las variables analizadas, el NTproBNP y la TAM fueron las Unicas que
mostraron correlaciones significativas con el HNE, tanto en el total de los
individuos (n=42) como en el grupo de pacientes con IAM (n=22). La mejor
correlaciéon se obtuvo entre el HNE y el NTproBNP en el grupo de pacientes con
IAM con un 68%, (rspearman= 0.68, P = 0.0005, n = 22) comparado con un 48% para
ambos grupos (rspearman = 0.48,P = 0.001). Esta diferencia podria ser explicada por
la dispersion encontrada sobre los valores de NTproBNP, asi como por la
diferencia en el delta de los valores promedio entre los pacientes sanos y aquellos
con IAM, que fue 40 veces mayor para el NTproBNP y tan solo 3 veces para el
HNE. La TAM mostré igual comportamiento, con ~ 55% como el mejor nivel de
correlacion en el grupo de pacientes con IAM (r? = 0.55, p = 0.0001, F = 26.20, n =
22). La correlacion TAM vs. NTproBNP fue mas baja tanto en la poblacion total

con 32% como para el grupo con IAM en un 17%, ambos no significativos.

Tanto los niveles de troponina como los de FE mostraron buenas y significativas
correlaciones con las concentraciones de HNE cuando se incluye la poblacion total

(troponina: 53%, FE: 23%) y menores correlaciones no significativas cuando se
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analizan en los pacientes con IAM. Con el NTproBNP se vio el mismo patrén que
el ya descrito para el HNE en ambas mediciones. Notablemente la troponina
mostrd la mayor capacidad de predecir el desenlace asumiendo una correlaciéon
del 80 % con el NTproBNP (rspearman = 0.80, p < 0.0001). EIl analisis detallado de

este grupo se muestra en la tabla 3.3.
Correlacion para variables medidas en el grupo de IAM

Los valores plamaticos de HNE mostraron bajas correlaciones no significativas
con: (i) la CK-mb (rspearman = 0.36, p = 0.096), (ii) la creatinina sérica (=013, P =
0.058), (iii) la escala de riesgo TIMI (> = 0.0005, P = 0.9), (iv) el tiempo de
evolucién (r* = 0.001, P = 0.9) y (v) los dias de estancia hospitalaria (*= 0.12, P =
0.07). Se destaca como el grado mas alto de correlacién existente en este grupo,

el de la creatinina sérica con un 13%.

El NTproBNP mostré correlaciones significativas con la creatinina (r* = 0.21, P =
0.02) y los dias de estancia hospitalaria (> = 0.40, P = 0.001). Las demas
variables que incluyeron CK-mb, TIMI y tiempo de evolucidn mostraron ser
independientes de los niveles de NTproBNP. EIl resumen del analisis bi-variado y
de correlacion en los niveles plasmaticos de HNE respecto a las variables

analizadas, se muestra en la tabla 3.3.
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Tabla 3.3. Analisis de correlacién entre los niveles plasmaticos de HNE y NTproBNP

cuantitativas del estudio en las pacientes que presentaron IAM.

segun las variables

HNE NTproBNP
IAM n=42 IAM n=

Variables r Fsp P r Fsp P oy P oy P
HNE - - S - - - 038 0.8 i 0.53 0.003
Troponina® 0.38 0.08 053 0.003 | - 028 021 i - 080 0.001
NTproBNP" - 0.67 0.0005: - 048 0.001 | - - - - - -
FE® 0.08 - 0.20 023 0.001 |008 - 020 {015 -  0.007
TAM? 0.55 - 0.0001 ;| 0.54 0.0001 | 0.17 -  0.06 ;0.32 0.001
TIMI 0.0005 023 09 | - - - ]0.03 053 § - : :
Creatinina® 0.13 - 0.06 - - - 021 - 0.02 - - -
CKmb” - 036 009 | - - - - 023 030 - - -
EVOLUCION ¢ 0.001 - 0.88 | - - - 010 - 008 - - -
ESTANCIA®® 0.16 - 0.06 | - : - |040 - 0001F - - :

a. La regresion lineal se aplico al cruce con variables de distribucion normal. b. La prueba de Spearman se

realizd para las variables que presentaron una distribucidn no paramétrica. c. Tiempo entre el inicio de los

sintomas y la recoleccién de la muestra. d. Dias de estancia hospitalaria.
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3.5. ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS

3.5.1. Localizacion del infarto

En este estudio la distribucion de la localizacion de los infartos en los pacientes
fue: IAM inferior con 36.4%, siguiéndole el antero-septal (31.8%), y luego el
anterior (18.2%). Los pacientes que desarrollaron IAM antero-septal mostraron
tener las mayores concentraciones de HNE en plasma (5.4 uM, 0.85 — 13.1) ,
seguido de IAM inferior (3.5 uM, 0.21 - 9.30) y del IAM anterior (2.2 uM, 0.75 —
4.70). EI'lIAM lateral (2.0 uM, 0.90 — 3.07), y el postero-inferior (0.58) cursaron con
las menores concentraciones. Para los valores de NTproBNP también el 1AM
anteroseptal mostr6 mayores concentraciones (11561 pg/mL, 249 - 3500), le
siguen en su orden el lateral, el inferior, el anterior y el postero-inferior. Estos

resultados se exponen con mas detalle en la tabla 3.4.

Tabla 3.4. Localizaciéon del infarto agudo del miocardio

Localizacion  Frecuencia Porcentaje HNE (uM)®  NTproBNP?

(%)

Inferior 7 31,8 3.5 8561
Anterior 4 18,2 2.2 1286
Antero-septal 8 36,4 54 11561
Postero- 1 4.5 0.58 661
inferior

Lateral 2 9.1 2.0 10967
Total 22 100 3.66 81889
a. Media
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3.5.2. Tamairio del Infarto

En la tabla 3.5 se muestran los resultados de la distribucion encontrada entre los
niveles de HNE, complicaciones y aparicion de desenlaces fatales, respecto al
tamano del infarto en tres grupos segun el sistema de puntuacion de Silvester
(88).

Tabla 3.5. Tamano del infarto de acuerdo a los niveles de HNE, complicaciones y

desenlaces fatales a los 6 meses de seguimiento.

Tamaifo Biomarcadores Desenlace Complicaciones
(%) (%)
Frec. % HNE (uM)? NTproBNP Vivos  Muertos Si No
(ng/mL)?
<15% 8 36.4 0.75 2218 100 0 25 75
18-24% 4 18.2 1.98 6170 75 25 50 50
>27% 10 455 6.66 13773 50 50 60 40
Total 22 100 3.66 8189 - - - -

a. Promedio = DE.

Se observd que un 36.4% de los sujetos desarrollaron un dafio del tejido cardiaco
<15%, no presentaron desenlaces fatales y un 25% presentaron complicaciones, a
este grupo de pacientes con el menor tamafo de infarto, correspondieron las
menores concentraciones de HNE (0.75 uM, 0.21 — 1.01) y NTproBNP (2218
pg/mL, 73.1 - 8477). Un 18.2% de los pacientes estudiados presentaron un
Infartos miocardicos entre el 18 y el 24% de tamano, de esto un 25% desarrollaron
desenlaces fatales y un 50% presentaron algun tipo de complicacion, los niveles
de HNE (1.98 uM, 1.16 — 3.07) y NTproBNP (6170 pg/mL, 1257 - 13456)

exhibieron valores intermedios. El otro 45.5% de los sujetos mostraron tener un
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tamano del infarto = del 27%, de los cuales se obtuvieron los mas altos niveles de
HNE con 6.66 uM, (4.18 — 13.1) y de NTproBNP con 13773 pg/mL (73.1 — 35000),
de los cuales ademas presentaron desenlaces fatales hasta un 50%, y por otro
lado un 60% de ellos presentaron algun tipo de complicacién. En general, el
tiempo de estancia hospitalaria fue de 20 dias en promedio, un 45.5% de todos los
casos presentaron complicaciones vy otro 27.3% desarrollaron desenlaces fatales.
El tamano del infarto y los niveles de HNE presentan una correlacion muy buena y
estadisticamente significativa del 92.4%, (r® = 0.924, p<0.0001). De la misma
forma las concentraciones de NTproBNP también presentaron buenos niveles de
asociacion en un 60% (r** = 0.60, p = 0.003). De este modo la presente evidencia
muestra relacion de proporcionalidad entre el grado de dafio del tejido cardiaco
(representado por el tamafo del infarto y los niveles plasmaticos de algunos de los
biomarcadores de dafio tisular expuestos en este estudio), y los niveles circulantes

en plasma de HNE encontrados, tal como se representa en la figura 3.9.

93



Figura 3.9. Distribuciéon de los niveles de HNE en plasma de los pacientes

infartados de acuerdo con el tamano del infarto
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4. DISCUSION

Las concentraciones plasmaticas de HNE en pacientes con infarto agudo del
miocardio se encuentran elevadas al compararlos con los niveles plasmaticos de
sujetos sin sindrome coronario agudo. Ademas, las variaciones en los niveles
plasmaticos observados de HNE se relacionan de manera proporcional y
significativa con las del NTproBNP y con el tamafo de la zona infartada. Estos
hallazgos parecen indicar que la medicion del HNE en el IAM podria reflejar la

magnitud del dafio oxidativo en la fase aguda de dicha patologia.

Los factores de riesgo mas importantes en sindrome coronario agudo en el
mundo, son el habito de fumar y la dislipidemia (14, 78) En Latinoamérica la
prevalencia de tabaquismo (30%), obesidad (23%), sindrome metabdlico (20%),
hipertension (18%), hipercolesterolemia (14%), diabetes (7%) y placa carotidea
(8%) contribuyen con dicha patologia (14, 79, 80). Concuerdan con el perfil de la
poblacion incluida en el presente trabajo. Los niveles plasmaticos del HNE no se
encontraron influenciados por dichos factores de riesgo ni por otras variables
demograficas tales como la edad y el sexo. Los antecedentes de ICC en
pacientes con IAM parecen condicionar niveles altos de HNE, asi como la
presencia de desenlaces fatales a los 6 meses y la aparicién de complicaciones.
Esta evidencia puede llegar a ser de gran relevancia a la hora de considerar
futuros estudios sobre HNE como biomarcador, al permanecer en niveles no
detectables en personas sin infarto pero con factores de riesgo que pudieran
elevarlo como sucede con el NTproBNP (6-41) y que lo limitan en su uso por
interferir en el establecimiento de puntos de corte. Como evidencia de esto en
nuestro estudio, encontramos correlaciones significativas entre el NTproBNP y los
niveles de creatinina que a pesar de mantenerse en el rango normal lograron
explicar en parte las variaciones del NTproBNP. En este sentido el HNE fue

completamente independiente.
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La liberacion del BNP tiene una funcion endocrina y fisiolégica importante que
obedece a varios tipos de estimulos (39, 42). En contraste la elevacion de los
niveles circulantes del HNE en pacientes que desarrollaron IAM en este estudio,
dependeria directamente del dafo celular que ocurre en la patologia, como
sucede con la troponina T. De hecho hubo buena correlacion entre la troponina T
y el HNE al incluir ambos grupos en el analisis (sanos e IAM). Del mismo modo,
se puede tener en cuenta la similitud en los patrones de variacion que existié entre
el NTproBNP y el HNE respecto a la presentacidon de correlaciones significativas
entre marcadores de dafo y prondstico como FE, troponina T y CK-mb que apoya

la posible utilidad del HNE como biomarcador en el IAM.

La poca correlacion entre el HNE vy el tiempo de evolucién hasta el momento de
recoleccion de la muestra (que oscilo entre 10 y 47 horas a partir del inicio de los
sintomas) ofrece una idea de la estabilidad en los niveles de plasmaticos HNE
durante la fase aguda del IAM, indicando que las variaciones observadas
encontradas para HNE, son independientes del momento en que se recoja la
muestra, disminuyendo la probabilidad de que el tiempo en el que la muestra es
recolectada influya sobre la medicién. Este hecho cumple con una de las
caracteristicas que un biomarcador deberia cumplir (26 - 27).

En la fisiopatologia y presentacién clinica de los sindromes coronarios agudos,
especialmente en el IAM suelen estar asociadas descargas de tipo adrenérgico,
estados ansiosos, asi como a los mecanismos homeostaticos propios de tal
condicién (4), sumado al hecho de que aproximadamente mas de un 60 % de los
participantes presentaban de base HTA, podrian explicar los hallazgos sobre la

marcada diferencia de TAM entre los pacientes sanos y aquellos con IAM.

En la actualidad los niveles fisilégicos del HNE en el plasma sigue siendo objeto

de estudio, sin embargo actualmente se toman como valores normales menores
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de 0.1 uM (8, 74). Selley y cols., determinaron que en pacientes aparentemente
normales los valores de HNE se encuentran alrededor de 0.68 + 0.40 uM (72), del
mismo modo, mas recientemente Strohmaier y cols., encontraron valores
promedios entre 0.65 = 0.39 uyM (73). Los valores plasmaticos de HNE
encontrados en los pacientes controles del presente estudio muestran cercana

concordancia con los valores reportados como normales en la literatura cientifica.

Los efectos biolégicos del HNE en concentraciones entre 1 y 20 uyM han
demostrado inhibir la sintesis de ADN y de proteinas, estimular la fosfolipasa Az y
la expresion del proto-oncogen c-myc. Todos estos efectos suceden en los tejidos
como respuesta al estrés y dafo oxidativo (8). De acuerdo con esto, vemos que el
promedio (2.23 pM) detectado en los pacientes con IAM en este estudio se
encuentra en este rango toxico, que podria modificar negativamente las
respuestas de reparacion y restauracion del tejido cardiaco. La expresion de las
enzimas que detoxifican a lo aldehidos en la célula tal como la aldehido
deshidrogenasa Il, que es de expresidon exclusiva del tejido cardiaco e interviene
en el pre-acondicionamiento miocardico, participan en los mecanismos de defensa
del musculo cardiaco contra el insulto isquémico. En esta linea, Chen y cols.,
encontraron que induciendo la actividad de estas enzimas en corazdon de
roedores, disminuian el tamafio del infarto hasta en un 40% (84). En consecuencia
la generacion de aldehidos toxicos en concentraciones patolégicas tiene un papel
significativo en la determinacion del tamafio en el IAM. En concordancia con estas
investigaciones, los niveles de HNE medidos en este estudio guardan relacion
lineal con el tamano del infarto, al mismo tiempo que a sus complicaciones y

mortalidad.

El NTproBNP ademas del estrés mecanico, puede ser liberado por agunos otros
estimulos como condiciones de hipoxia, que en muchos casos pueden hacer parte

de un mismo cuadro fisiopatolégico (39 - 41). Segun nuestros hallazgos, la
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prodruccion de HNE se comporta de manera similar a la liberacion del NTproBNP
frente a variables como el tamafo del infarto, presencia de complicaciones y
desenlaces fatales encontrados en este estudio, sin embargo, el HNE cuenta
ademas con algunas caracteristicas propias de los principales marcadores de
dafo del musculo cardiaco como la troponina T. EI HNE tendria posibilidades en
la deteccion temprana, diagnostico, monitoreo de la progresion del cuadro clinico y
estratificacion de riesgo en el infarto agudo de miocardio teniendo en cuenta lo

gue observamos en este analisis (37).
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5. CONCLUSIONES

El 4HNE y el NTproBP se encuentran elevados en el plasma de los pacientes con

IAM en comparacién con los controles sanos de manera significativa.

Existe una buena correlacioén positiva entre los niveles de 4HNE y los niveles de
NTproBNP en el |AM. Del mismo modo, el HNE mostré correlaciones positivas
con los marcadores especificos de dafio tisular como la troponina T y la CK-mb en

los pacientes con IAM.

Los pacientes que presentaron IAM mostraron que a medida que las
concentraciones plasmaticas de HNE eran mas altas, habia un aumento
proporcional con el tamano del infarto, del porcentaje de complicaciones y de

desenlaces fatales al cado de seis meses del evento agudo.

Las variaciones observadas en los tiempos en que se extrajeron las muestras
después del inicio del dolor, asi como también las observadas en los valores
séricos de creatinina de los pacientes con IAM, no demostraron influir sobre las
concentraciones plasmaticas de HNE.

El comportamiento de los niveles plasmaticos de 4HNE en pacientes con 1AM
durante su fase aguda podrian aumentar en relacion con la magnitud y extension

del dafo oxidativo del tejido cardiaco isquémico.

Nuestros resultados sugieren que los niveles de 4HNE medidos en plasma de
pacientes con IAM en su fase aguda pueden llegar a ser un buen indicador de
dafio celular y severidad de dafo del tejido cardiaco, por lo tanto valdria la pena

investigar a profundidad su uso como biomarcador en el IAM.
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6. RECOMENDACIONES

Desarrollar investigaciones a mayor escala que usen métodos mas sencillos,
rapidos y econdmicos para la cuantificacion del HNE, como por ejemplo a
través de anticuerpos monoclonales o policlonales y aductos proteicos,

disponibles en el mercado.

Asociar mediciones de actividad enzimatica del grupo de enzimas tipo aldehido
deshidrogenasa, asi como algunos otros tipos enzimaticos relacionados con el

balance oxidativo.

Realizar mediciones de control de antioxidantes séricos tipo Vitamina E y acido
ascorbico, evaluando simultdneamente su efecto sobre los valores de HNE vy

los resultados clinicos.

Realizar nuevos estudios de tipo epidemiolégico, que usen poblaciones con
muestras representativas que permitan emitir recomendaciones sobre la

poblacion general.

Desarrollar experiencias adicionales dirigidas a: (i) evaluar la utilidad clinica del
HNE en las distintas presentaciones de la enfermedad coronaria aguda, y de
esta forma verificar su utilidad en presentaciones de distinto grado de
severidad, (ii) evaluar su comportamiento en el tiempo, y (iii) evaluar su valor

prondstico.

Recomendamos ante la experiencia de esta investigacién que para las nuevas
investigaciones que ensayen la metodologia empleada en este estudio en la
determinacién de aldehidos en el |IAM, explorar el patron diferencial del

espectro de aldehidos encontrados en plasma que puedan estar presentes en
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los pacientes con IAM y no es los sanos. De tal forma que se puedan

encontrar algunos otros nuevos metabolitos de gran utilidad.
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7. ESTRATEGIAS DE PUBLICACION

Los resultados de este trabajo fueron presentados en:

XXIX CONGRESO LATINOAMERICANO DE QUIMICA — CLAQ 2010

XVI CONGRESO COLOMBIANO DE QUIMICA

Realizado en Cartagena, Colombia del 27 al 01 de octubre de 2010.

Con la participacién el siguiente trabajo:

“Evaluacion del 4-hidroxinonenal como indicador bioquimico no invasivo de

estrés tisular en la fase aguda del infarto agudo del miocardio.”

Se realizdé en presentacion oral la conferencia titulada: “Estrés oxidativo como
indicador de dafio oxidativo en la fase aguda del infarto agudo del
miocardio” en el departamento de Quimica Analitica y Fisicoquimica ante los
miembros del departamento, becarios y docentes de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires Capital Federal,

Argentina.
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ANEXOS

Anexo A.1. Curva de calibracion realizada con patron sintético HNE-DNPH
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