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PALABRAS CLAVE Resumen La insuficiencia cardiaca (IC) es un creciente problema médico por lo que resulta de
Insuficiencia interés el estudio de nuevos biomarcadores para su mejor caracterizacion, y en este sentido,
cardiaca; evaluamos productos metabdlicos (nitritos y nitratos) del 6xido nitrico, especies reactivas del
Biomarcadores; oxigeno (ROS), NADPH y superoxido dismutasa (SOD) y su posible valor predictivo en pacientes
Hipertension con IC. Ademas, estudiamos potenciales diferencias entre pacientes con y sin hipertension
pulmonar pulmonar secundaria (HPS), considerados de peor pronéstico. En IC, demostramos disminucion

significativa de los niveles plasmaticos de nitritos y nitratos y SOD, mientras que ROS y NADPH
se encontraban incrementados. Estos resultados concuerdan con los cambios fisiopatologicos
propios de la IC. También demostramos en pacientes con IC e HPS que los niveles plasmaticos
de nitritos y nitratos asi como SOD estaban disminuidos respecto a IC sin HPS, mientras que ROS
y NADPH estaban aumentados. Por lo tanto, nuestros resultados indican que 6xido nitrico, ROS,
NADPH y SOD podrian ser considerados como posibles marcadores en IC y ademas permitirian
caracterizar a los pacientes con HPS.
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Nitric oxide: A new possible biomarker in heart failure? Relationship with pulmonary
hypertension secondary to left heart failure

Abstract Heart failure (HF) is a growing medical problem and it is of interest to study new bio-
markers for better characterisation. In this sense, nitric oxide, reactive oxygen species (ROS),
NADPH, and superoxide dismutase (SOD) were evaluated, along with their possible predictive
value in patients with HF. An analysis was also performed on the potential differences bet-
ween patients with and without secondary pulmonary hypertension (SPH), considered to have
a worse prognosis. A significant decrease of nitric oxide and SOD was noted in HF, whereas ROS
and NADPH were increased. These results agree with the pathophysiological changes characte-
ristic of HF. It was also demonstrated that in patients with HF and SPH that nitric oxide and SOD
were decreased when compared to HF without SPH, whereas ROS and NADPH were increased.
Therefore, our results suggest that nitric oxide, ROS, NADPH, and SOD, could be considered as
possible markers in HF, and could also characterise patients with SPH.

© 2017 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights

reserved.

Introduccion

El presente trabajo abordd la insuficiencia cardiaca (IC)
desde la perspectiva de la determinacion de posibles nuevos
biomarcadores como el 6xido nitrico (NO) y otros rela-
cionados, tales como las especies reactivas del oxigeno
(ROS), NADPH oxidasa y superoéxido dismutasa (SOD), en un
momento de la evolucion de la enfermedad. Se destaca
especificamente que determinamos niveles plasmaticos de
nitritos y nitratos como indice de la produccion sistémica de
NO; mientras que cuando estudiamos las ROS, este se refiere
de forma indirecta a la suma de los productos conocidos
como radicales superoéxido e hidroxilo.

De especial interés es que la IC es un creciente pro-
blema médico, sanitario y socioeconémico principalmente
en los paises en desarrollo, y que fue claramente definida
mas de 2 décadas atras por Braunwald (1992) como el estado
fisiopatoldgico en el cual una anormalidad de la funcion car-
diaca es responsable de la falla del corazéon para bombear
sangre a una velocidad apropiada segun los requerimientos
del metabolismo celular. Por otro lado, mas recientemente
fueron introducidos aquellos elementos que contribuyen al
diagnostico y/o pronodstico de esta enfermedad. Asi, los
denominados biomarcadores se definen como variables bio-
logicas que dan informacion sobre enfermedades concretas.
En este sentido y con especial atencion a la IC, son muchas
las moléculas estudiadas tales como marcadores neurohu-
morales, inflamatorios, de estrés oxidativo, de remodelado
de matriz intersticial y de lesion miocitaria, entre otros’.
Dentro de los sistemas neurohumorales evaluados hasta
ahora en IC publicados por Richards en 2009' y Braunwald?,
se destacan el sistema renina-angiotensina-aldosterona, sis-
tema nervioso adrenérgico, arginina-vasopresina y péptidos
derivados de endotelina.

Sin embargo, el uso de estos marcadores en la practica
clinica asi como los farmacos que se indican resultan cos-
tosos y de dificil acceso para el paciente, principalmente
en el ambito de la salud publica. Por otro lado, y de inte-
rés para el presente articulo, un sistema con importante
participacion en el desarrollo del sindrome de IC como

es el del NO no ha sido evaluado suficientemente desde
la perspectiva de constituirse como un posible biomarca-
dor, y por lo tanto es aln tema pendiente de estudio.
En este sentido, han sido propuestos una serie de mar-
cadores de vias de sefalizacion del NO, pero la utilidad
clinica ha resultado limitada porque las técnicas no han sido
optimizadas.

Conforme con estos antecedentes, nuestro grupo de tra-
bajo propuso evaluar el NO en la IC crénica (ICC) mediante la
determinacion de sus productos metabdlicos finales: nitra-
tos (NO3;™) y nitritos (NO,~); también determinamos 2 de las
ROS mas relevantes como son el oxhidrilo (HO") y anidn supe-
roxido (O;'). Ademas, estudiamos la actividad de las enzimas
NADPH oxidasa y SOD.

Durante la ICC se desarrolla una disfuncion endotelial
que compromete especialmente a las arterias periféricas lo
que produce incapacidad del vaso para dilatarse como res-
puesta al incremento del flujo sanguineo. En este sentido,
no se conoce completamente el mecanismo completo por
el cual ocurre este fenémeno, sin embargo, han sido pos-
tuladas 3 hipdtesis® que intentan explicarlo y que incluyen
la reduccion en la disponibilidad del sustrato para la 6xido
nitrico sintasa, disminucion en la sintesis de NO e inacti-
vacion extracelular de NO por el anion superdxido. Por lo
tanto, el NO desempeiia un papel protagonico.

En pacientes con falla cardiaca crénica se ha demos-
trado un incremento en la produccion de radicales libres de
oxigeno, en particular el anién superoxido, condicionando
un importante estrés oxidativo caracterizado por un exceso
relativo de ROS en relacion con mecanismos de defensa
enddgenos. Al respecto, existe abundante evidencia que ha
demostrado el papel de las ROS, junto con las especies reac-
tivas del nitrogeno en la fisiopatologia de la enfermedad
cardiovascular, incluyendo la IC3. En los Gltimos tiempos
han sido evaluados varios marcadores de estrés oxidativo
como predictores del dano funcional. De particular interés,
recientemente también se ha caracterizado el deterioro de
las vias de senalizacion del NO, asociado en algiin caso a peor
pronostico y mortalidad. No obstante, su utilidad clinica ha
resultado limitada®.
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De relevancia, la mayor produccion del O, conduciria
a una inactivacion del NO originando peroxinitritos, que
aunque menos toxico que el O,, también contribuiria a la
disfuncion endotelial de multiples formas incluida la dis-
minucion de la biodisponibilidad del NO y por lo tanto de
la vasodilatacion®. Por otro lado, la mayor actividad de la
enzima NADPH oxidasa resulta uno de los sistemas mas efi-
cientes productores de ROS en la IC. Ademas, la actividad de
la NADPH oxidasa esta altamente implicada en la induccion
de la apoptosis como consecuencia de la gran produccion de
0,-. Asi, el daino celular por estrés oxidativo ocurre, entre
otras variables, cuando las ROS se acumulan en exceso y
superan a los mecanismos de defensa celulares. Por su parte,
la enzima SOD cataliza la dismutacion de O, en oxigeno y
peroxido de hidrogeno®. Este mecanismo justifica su impor-
tante participacion como defensa antioxidante en la mayoria
de las células expuestas al oxigeno. Esta via metabdlica aln
no ha sido suficientemente analizada como proveedora de
biomarcadores en esta enfermedad.

Al respecto, se han investigado distintos sistemas neuro-
humorales para identificar biomarcadores como candidatos
a ser buenos predictores, pero pocos cumplen con los cri-
terios de utilidad clinica y resultan ademas costosos. Surge
entonces la necesidad de encontrar nuevos marcadores que
sean un aporte superador al conjunto de los ya estudiados.

Por lo tanto, la hipotesis central del presente trabajo
surge de la presuncion de que los valores plasmaticos
de nitritos y nitratos (NO) resultan menores en pacientes
con ICC. Ademas, otro supuesto es que los pacientes que
tienen hipertension pulmonar secundaria con presion pul-
monar (PP) > 40 mmHg presentan menores niveles de nitritos
y nitratos respecto a los que tienen una PP <40 mmHg.
También proponemos que estos enfermos presentarian con-
centraciones mayores de hidroxilo y superdxido (ROS),
mayor actividad del sistema NADPH, pudiéndose de esta
manera inactivar al NO disponible; y agravando el cuadro,
una menor actividad de SOD con una clara implicancia en
la menor catalizacién de anidn superoxido. Finalmente, la
concrecion de estos postulados nos permitiria aportar, entre
otros elementos de interés, al objetivo clave de encontrar
nuevos biomarcadores en IC como predictores de evolucién
de la ICC con especial relacion al desarrollo o no de hiper-
tension pulmonar secundaria.

Material/Pacientes y métodos

En el diseno de este trabajo se tuvieron en cuenta los prin-
cipios basicos de la bioética. El protocolo fue aprobado por
el Comité de Etica en Investigacion del Hospital Central de
Mendoza. Previamente a la protocolizacion se hizo firmar
el consentimiento informado a cada paciente. Incluimos a
30 pacientes (edad promedio 53 +7,43; 7 mujeres (23%) y
23 hombres (93%), que fueron separados en grupos segun
sus valores de presion sistdlica pulmonar (PSP) medida por
ecocardiograma doppler. Grupo A (PSP >40mmHg) con 13
enfermos (43%) y grupo B (PSP <40 mmHg) con 17 enfermos
(57%). El corte de PSP se hizo en 40 mmHg y no en 30 mmHg
(considerado como maximo normal). De este modo, deja-
mos un margen de error de 10 mmHg teniendo en cuenta la
variabilidad del método.

El estudio fue observacional, transversal con enfermos
protocolizados segun criterios de inclusion y exclusion en
nimero aun no suficiente por tratarse de un estudio preli-
minar.

Los pacientes estudiados fueron concurrentes a la Unidad
de Insuficiencia Cardiaca del Hospital Central de Mendoza.
A la mayoria se les realizaron: determinaciones bioquimi-
cas generales, ECG, radiografia de torax, ecocardiograma y
test de caminata de 6 minutos. Ademas, y con dieta pre-
via (24 h) pobre en precursores de NO (nitritos y nitratos),
se les analizd en muestra de sangre venosa los siguientes
marcadores:

Nitritos y nitratos

Antes de proceder a la determinacion de NO, se desprotei-
nizé cada muestra de sangre a los efectos de optimizar el
ensayo. Para esta metodologia se utilizo acido tricloroacé-
tico al 5%. Luego se centrifugd y se tomo el sobrenadante
para luego volver a centrifugar las muestras a 6.400 rpm
durante 20 min; se separo el sobrenadante para determinar
por el método de Griess la produccion de nitritos (compuesto
estable metabdlico del NO). La cantidad de nitritos se corri-
gid a la proteina de cada muestra. La proteina se determiné
por el método de Bradford usando albumina como testigo.
La cuantificacion de los nitritos se realizo en espectrofoto-
metro a 540 nm y los resultados se expresaron como pmol de
nitritos generados por microgramo de proteina por minuto
de incubacion.

Especies reactivas del oxigeno
(radicales libres HO: y anién superéxido)

La sal monoamonica del acido 5,5°-nitrilo dibarbiturico de
color violeta en presencia de radicales HO~ y O, se con-
vierte en un derivado aloxanico incoloro y la disminucién de
ese color es proporcional a los radicales presentes y produci-
dos. Los mismos se cuantificaron espectrofotométricamente
a 515nm®.

Actividad de NADPH oxidasa

La actividad de NADPH oxidasa se midié en las muestras
usando la técnica del luminol (5-amino-2, 3-dihydro-1,4-
phthalazine, Sigma-Aldrich). Las muestras se homogeneiza-
ron y centrifugaron a 6.000 rpm por 30 min. El sobrenadante
se separo y centrifugé nuevamente, esta vez a 19.500 rpm,
y la concentracion de proteinas de la fraccion de mem-
brana lisada se cuantifico por el ensayo Lowry usando
albimina sérica bovina como testigo. Una muestra (40 pl)
de fraccion fue rapidamente leida en el espectrofluorome-
tro (FluoroCount™; AF10001, Cambers Company, EE. UU.)
para establecer el valor basal de cada muestra. Luego, 2 ul
de B-NADH (Sigma) 0,1 mmol/l y 2 pl de luminol 5 pmol/l
en dimetil sulfoxido se incorporaron y leyeron por 10 min
(360 nm excitacion y 460 nm emision). Los valores se expre-
saron en unidades fluorescentes relativas por microgramos
de proteina y por minuto de incubacion.
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Actividad de superéxido dismutasa

La autooxidacion alcalina del 5, 6, 6a, 11 b-tetrahidro-
3,9,10-trihidro Benzo (c) fluoreno (R) es acelerada por la
SOD, formando un cromageno con un maximo de absorbancia
a 525 nm. Ademas, se utilizo el 1,4,6-trimetril-2-vinilpiridina
(Rz) que elimina la mayor cantidad de interferentes en
las muestras, causados normalmente por mercaptanos tales
como el glutatién reducido, atrapando los mercaptanos por
una reaccion de alquilacion’.

Recoleccion de datos y estadistica

Elinstrumento de recoleccion de datos fue el «<Formulario de
inclusion de pacientes». Los resultados se expresaron como
porcentajes para variables categoricas y como media con
su desvio estandar para las continuas. Se utilizd el t-test
pareado para comparar la totalidad de los pacientes porta-
dores de IC frente a 8 voluntarios sanos (comparacion que
paso el test de normalidad de p). Para comparar ambos gru-
pos (A y B) entre si, se utilizo el programa GraphPad InStat
3% para realizar las operaciones estadisticas correspondien-
tes, se consideré diferencia estadisticamente significativa
con una p<0,05.

Resultados

Los datos utilizados para el analisis estadistico fueron la
PSP (mmHg) y los valores de niveles plasmaticos de nitri-
tos y nitratos (NO), anidon superdxido y oxidrilo (ROS),
NADPH oxidasa y SOD, expresados como pmol de nitritos/ g
de proteina/min, nmol/ml/min incubacién, unidades fluo-
rescentes relativas/ug proteina/min incubacion y U/ml,
respectivamente. Los valores de referencia, tomados de
8 voluntarios sanos fueron: 27 +2,38; 274+28; 67+10 y
24+5,39, respectivamente. En el grupo A la media de
PSP fue 46 +4mmHg mientras que para el grupo B fue de
31+ 5mmHg. En tanto que los valores hallados para todos
los enfermos (grupo A+grupo B) de nitritos, ROS, NADPH
oxidasa y SOD fueron: 5,73 +0,93; 641 +39; 292,66 +29,5

y 740,77, respectivamente. Cuando se compararon estos
valores con los voluntarios sanos, las diferencias fueron
muy significativas para nitritos (p<0,0001) (fig. 1A); tam-
bién para ROS (p<0,0069) (fig. 2A); para NADPH oxidasa
(p<0,0092) (fig. 3A); y para SOD (p<0,0018) (fig. 4A). Por
otro lado, las medias con su correspondiente error estan-
dar medio para cada grupo fueron en grupo A: 5+1,47;
661+59,34; 320+38 y 741,25, respectivamente; y en
grupo B: 6,35+1,21; 625,58+53,37; 301+41y 7,32 +1,
respectivamente. Cuando se parearon estos valores entre
ambos grupos (A versus B), los resultados fueron acorde a lo
esperado demostrando una clara tendencia aunque sin dife-
rencias significativas para nitritos (fig. 1B), ROS (fig. 2B),
NADPH oxidasa (fig. 3B) y SOD (fig. 4B).

Discusion

Los resultados del presente trabajo confirmarian previas evi-
dencias y demostrarian ademas que en la IC se producen
una serie de cambios humorales y enzimaticos relaciona-
dos entre si. Especificamente demostramos aumento de
la actividad NADPH oxidasa -principal fuente productora
de ROS como consecuencia de la mayor sintesis del anion
superoxido- y que estaria relacionada directamente con la
estimulacion del sistema renina-angiotensina. Por otro lado,
determinamos una manifiesta menor biodisponibilidad de
NO (menores niveles de nitritos y nitratos) debido, entre
otros elementos, a la probable inactivacion mediada por el
propio anion superoxido. Por su parte, el producto de la
union del anién superoxido con el NO produciria el reco-
nocido peroxinitrito, de naturaleza también toxica, y que
contribuye significativamente a la disfuncion endotelial de
multiples formas incluida la disminucion de la accesibilidad
del NO. Eventos que favorecerian un mayor deterioro del
mecanismo de vasodilatacion con el consecuente daio tisu-
lar. En adicién, a la incapacidad del vaso para dilatarse como
respuesta al incremento del flujo sanguineo se le sumaria
una rapida eliminacion plasmatica del NO debido a su posi-
ble inactivacion por combinacion con la hemoglobina®. De
especial interés es que pudimos establecer reduccion de la
actividad SOD, dato relevante en pacientes con significativo
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estado oxidativo, en donde, la mayor produccion del anién
superoxido como consecuencia de una incrementada activi-
dad de la NADPH oxidasa estaria altamente implicada en la
induccion de apoptosis y fibrosis.

Por otro lado, y de particular relevancia para el pre-
sente estudio, existe abundante evidencia que sustenta
el concepto de que el NO tiene accion selectiva sobre
la circulacion pulmonar, lo cual robustece nuestra postu-
lado central. Es destacable el hecho de que el GMP ciclico
-segundo mensajero del NO- es degradado por la fosfodies-
terasa 5 también en la vasculatura pulmonar’®. Ademas, la
inhalacion de NO produce en la mayoria de los pacientes
una rapida mejoria de la oxigenacion, induciendo una vaso-
dilatacion arteriolar pulmonar. En adicion, también existe
evidencia que muestra la eficacia en circulacion pulmonar
de farmacos que inhiben la fosfodiesterasa 5 (como silde-
nafil) respecto a la vasculatura sistémica. Los efectos del
NO inhalado en la circulacion pulmonar fueron descriptos
hace mas de 2 décadas. Experimentalmente se verifico que
el NO inhalado producia vasodilatacion pulmonar selectiva al
reducir la presion arterial pulmonar sin modificar la presion
arterial sistémica ni el gasto cardiaco'®, esto es consis-
tente con datos sobre la eficacia de farmacos que inhiben
la fosfodiesterasa 5 en circulacion pulmonar respecto a la
vasculatura sistémica, razon por la cual se utilizan exito-
samente en pacientes con hipertension pulmonar idiopatica
(grupo 1, clasificacion Niza). Del mismo modo, otros farma-
cos como nebivolol, nitroprusiato de sodio, nitroglicerina,
dinitrato de isosorbide y 5-mononitrato de isosorbide, S-
nitrosotioles, antiinflamatorios no esteroideos, antagonistas
de los canales de calcio dihidropiridinicos, antioxidantes en
las LDL (alfa tocoferol) y en el fluido extracelular (vitamina
C) y L-arginina, también aumentan la sintesis de NO en la
circulacion pulmonar.

No obstante el conocimiento actual y transcurridos mas
de 20 anos desde la identificacion de las funciones del NO
enddgeno, resultan infructuosos los intentos por generar
nuevas estrategias terapéuticas, reflejando un conocimiento
de progreso muy lento y en donde ademas se investigaron
posibles biomarcadores relacionados pero sin obtener evi-
dencia sélida de ellos.

La informacion recabada sobre la relacion NO-circulacion
pulmonar nos aporta un rico sustrato mecanistico para pro-
poner nuevas investigaciones sobre biomarcadores y sus
implicancias en el diagndstico, prondstico y eventual nuevo
tratamiento que permita disminuir la PP en IC. En este sen-
tido, nuestro grupo de trabajo considero el efecto del NO
sobre la circulacion pulmonar y que su sintesis estaria dismi-
nuida durante la IC en general, y probablemente mas en la IC
con hipertension pulmonar (grupo 2, clasificacion Niza). Asi,
los resultados obtenidos en el presente trabajo y mediante
los métodos bioquimicos descriptos demuestran hasta este
punto de nuestra investigacion que en todos los pacientes
estudiados los productos finales del NO (nitratos/nitritos)
y la actividad SOD, estan disminuidos. Por el contrario, las
ROS (radicales libres superoxido y oxidrilo) y actividad de la
enzima NADPH oxidasa estan aumentadas, siendo estos los
resultados esperados.

Los autores consideran que este trabajo tiene limitacio-
nes metodologicas y de diseno. Una es respecto a como
medimos la PP. El Hospital Central de Mendoza cuenta con
Servicio de Hemodinamia, pero por razones presupuestarias

ha sido restringida la realizacion de cateterismo derecho.
Por otro lado, el disefo del protocolo no permitia grandes
dilaciones en gestion y tuvimos que citar a los pacien-
tes, la menor cantidad de veces posible (era necesario
también que no fuera invadido). Por lo tanto, la medi-
cion del principal parametro hemodinamico, la PP, debid
hacerse con ecocardiograma doppler. En este sentido, la
hipertension pulmonar se define como presion pulmonar
media > 25 mmHg, dato que deberia ser obtenido por regis-
tro directo mediante cateterismo derecho, sin embargo se
determind la PP midiendo en forma indirecta la PSP por
ecocardiograma doppler, definiendo hipertension pulmonar
como PSP > 40 mmHg. Indudablemente el registro directo de
la PP es mas adecuado que el obtenido en forma indirecta,
pero el ecocardiograma doppler es un método sensible
para medir PSP y ventajoso por resultar no invasivo. Las
mediciones no cruentas fueron comparadas con registros
simultaneos hechos por cateterismo derecho. Las estima-
ciones de PSP fueron hechas en el 89% de los pacientes
con alta seguridad (r=0,97)"". Otra limitacion, por razo-
nes operativas del Hospital Central de Mendoza, fue que los
ecocardiogramas no fueron efectuados por el mismo opera-
dor.

Datos de algunos pacientes (caminata de 6 minutos, eco-
cardiograma, laboratorio general), no pudieron obtenerse
por diversos inconvenientes, sin embargo este hecho no
afectd la bUsqueda del objetivo central propuesto ni los
resultados obtenidos, y en este sentido podemos afirmar que
el conjunto de datos nos informan acerca de pacientes croni-
cos con severo deterioro estructural y buena clase funcional
por respuesta al tratamiento.

Finalmente, y en cuanto al diseno, hubiera sido preferible
un seguimiento prospectivo longitudinal que permitiera eva-
luar el comportamiento de estos marcadores en el tiempo,
tarea pendiente para nuestro grupo y otros en el futuro.
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