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Introduccion y objetivos. La insuficiencia cardiaca
estd asociada con un incremento en la produccién de ra-
dicales libres, llegandose al estado de estrés oxidativo.
Se conocen diversos marcadores de estrés oxidativo,
como la 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina, marcador del dafio
oxidativo en el ADN, y la peroxidacion lipidica que permi-
te cuantificar el dafo en las estructuras ricas en lipidos.
El propdsito de este estudio es comparar los valores de
8-hidroxi-2’-desoxiguanosina y de peroxidacion lipidica
en pacientes con insuficiencia cardiaca y sujetos sanos, y
evaluar la influencia de la etiologia.

Métodos. Estudiamos a 78 pacientes (57 varones, edad
64 + 14 anos) diagnosticados de insuficiencia cardiaca y a
12 controles. Los pacientes completaron un cuestionario
y fueron clasificados de acuerdo con la New York Heart
Association. Se les realizé un estudio eco-Doppler y ex-
traccion de sangre. Medimos las concentraciones de 8-hi-
droxi-2’-desoxiguanosina y de peroxidacion lipidica.

Resultados. Al comparar los valores de 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina y peroxidacion lipidica entre pacientes y
controles obtuvimos diferencias significativas (0,34 + 0,54
frente a 0,04 + 0,07 ng/ml, p < 0,05y 18 + 10 frente a 8 =
3 umol/l, p < 0,01, respectivamente). Cuando compara-
mos las concentraciones de los 2 marcadores segun la
etiologia de la insuficiencia cardiaca encontramos dife-
rencias significativas en ambos (p < 0,05), que fueron
mayores en la miocardiopatia hipertensiva.

Conclusiones. Los valores de 8-hidroxi-2’-desoxigua-
nosina y peroxidacion lipidica se encuentran aumentados
en los pacientes con insuficiencia cardiaca al compararlos
con los controles. El incremento mas importante lo encon-
tramos en pacientes con miocardiopatia hipertensiva.

Palabras clave: Estrés oxidativo. Insuficiencia cardiaca.
Radicales libres.
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8-Hydroxy-2’-Deoxyguanosine and Lipid
Peroxidation in Patients With Heart Failure

Introduction and objectives. Heart failure is
associated with increased free radical production, which
leads to a state of oxidative stress. Known markers of
oxidative stress include 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine,
which reflects oxidative damage to DNA, and lipid
peroxidation, which can be used to quantify damage to
lipid-rich structures. The aims of this study were to
compare  8-hydroxy-2’-deoxyguanosine  and lipid
peroxidation levels in heart failure patients and healthy
subjects and to assess how these levels are influenced
by heart failure etiology.

Methods. The study included 78 patients (57 male, age
64 [14] years) with heart failure and 12 control subjects.
Patients completed a questionnaire and were graded
according to the New York Heart Association
classification. Doppler echocardiography was performed
and blood samples were obtained. 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine and lipid peroxidation levels were
determined.

Results. Significant differences were observed
between patients and control subjects in 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine and lipid peroxidation levels, at 0.34
(0.54) ng/mL vs 0.04 (0.07) ng/mL (P<.05), and 18 (10)
uM vs 8 (3) uM (P<.01), respectively. Subsequent
analysis showed that heart failure etiology had a
significant effect on the levels of the two markers (P<.05),
which were highest in patients with hypertensive
cardiomyopathy.

Conclusions. Levels of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine
and lipid peroxidation were higher in heart failure patients
than in control subjects. The most significant increases
were found in patients with hypertensive cardiomyopathy.
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ABREVIATURAS

EO: estrés oxidativo.

ERO: especies reactivas del oxigeno.
IC: insuficiencia cardiaca.

LPO: peroxidacién lipidica.

RL: radicales libres.

8-OHdG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina.

INTRODUCCION

La insuficiencia cardiaca constituye un sindrome
clinico complejo caracterizado por la activacién de di-
versos sistemas neurohormonales y mediadores proin-
flamatorios!=.

Diversos estudios han descrito que el estrés oxidati-
vo (EO), a través de la produccion de radicales libres
(RL), desempeifia un papel importante en la fisiopato-
logia y la evolucién de la insuficiencia cardiaca®>. En
este sentido, las especies reactivas del oxigeno (ERO)
desempeiiarfan un papel clave en la génesis y la pro-
gresion de la enfermedad coronaria, la necrosis tisular
en el marco del infarto de miocardio y la disfuncién
contrictil®’. Ademds, el incremento de estas especies
estd asociado con dafio en el ADN mitocondrial®® y
nuclear!®.

Las ERO, entre los que se incluyen el anién super6-
xido (O,-), el radical hidroxilo (-OH) y el perdéxido de
hidrégeno (H,0,), son productos del metabolismo.
Sistemas antioxidantes enzimaticos, como la enzima
superéxido dismutasa, y no enzimdticos, como el urato
o la ceruloplasmina, mantienen esas especies reactivas
en bajas concentraciones en condiciones normales. El
EO sobreviene cuando se produce un cambio en este
equilibrio a favor de los RL!!,

En este contexto, varias moléculas se han erigido
como biomarcadores plasmaéticos de dafio oxidativo: la
peroxidacidn lipidica (LPO) y la 8-hidroxi-2’-desoxi-
guanosina (8-OHdG)'*'4. La LPO es un marcador de
oxidacion de los dcidos grasos que ya ha sido estudia-
do anteriormente en otros trabajos sobre insuficiencia
cardiaca®. La 8-OHdG es una nueva molécula util
como marcador de dafio oxidativo en el material gené-
tico y que se ha postulado como un marcador sensible
y especifico de dafio oxidativo en el ADN'!6, Sin em-
bargo, no se dispone de ningin estudio en el que se
compare la capacidad de estos biomarcadores en la in-
suficiencia cardiaca. Se han publicado diferencias en
los pardmetros de funcién endotelial y activacién
inmunoldgica segin la causa de la insuficiencia car-
diaca'’. En este trabajo nosotros hipotetizamos que, en
una cohorte de pacientes con insuficiencia cardiaca, el
nivel de EO podria tener relacién con el diagndstico
etiologico.
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De esta manera, en nuestro estudio hemos compara-
do los valores de LPO y 8-OHdG en controles y pa-
cientes con insuficiencia cardiaca, y hemos evaluado
la influencia de la etiologia en sus concentraciones
plasmaticas.

METODOS
Pacientes

Se incluy6 en la poblacién de estudio a 78 pacientes
consecutivos diagnosticados de insuficiencia cardia-
ca'8 (57 varones, edad 64 + 14 afios) y 12 controles con
similar edad y sexo, que fueron remitidos desde las
consultas de medicina interna a la consulta de cardio-
logia, donde tras el estudio de antecedentes clinicos,
electrocardiogréfico, ecocardiogrifico y bioquimico
similar al que se realiz6 a los enfermos de insuficien-
cia cardiaca, se comprob6é que podian ser utilizados
como tales. A cada participante se le realizaron explo-
racion fisica, electrocardiograma, estudio eco-Doppler,
radiografia de térax y extraccién de sangre para el ana-
lisis hematolégico y bioquimico. Los diagndsticos car-
dioldgicos fueron: miocardiopatia isquémica (39%),
miocardiopatia dilatada (42%) y miocardiopatia hiper-
tensiva (19%).

Los pacientes fueron clasificados funcionalmente
seglin la New York Heart Association!® y recibieron
tratamiento médico segun las pautas de la European
Society of Cardiology'®: el 74% con diuréticos, el 73%
con inhibidores de la enzima de conversién de la an-
giotensina (IECA), el 51% con bloqueadores beta, el
42% con antialdosterénicos, el 26% con digoxina, el
10% con antagonistas del calcio y el 16% con antago-
nistas de los receptores de la angiotensina II (ARA-II).
Ningtn paciente tomaba de forma regular vitaminas A,
E o C. Todos los pacientes recibian tratamiento médi-
co estable al menos un mes antes de su inclusién en el
estudio, con el fin de evitar el posible efecto de cam-
bios farmacoldgicos.

La distribucién de los tratamientos en las 3 etiologi-
as fue la siguiente: en el grupo con miocardiopatia is-
quémica, un 11% recibia tratamiento con ARA-II, un
83% con IECA, un 57% con bloqueadores beta y
un 76% con diuréticos. En el grupo con miocardiopa-
tia dilatada, un 21% recibia tratamiento con ARA-II,
un 78% con IECA, un 46% con bloqueadores beta
y un 82% con diuréticos. En el grupo con miocardio-
patia hipertensiva, un 14% recibia tratamiento con
ARA-II, un 57% con IECA, un 50% con bloqueadores
beta y un 64% con diuréticos.

Los sujetos con fibrilacion auricular, sindromes co-
ronarios agudos, enfermedad hepatica crénica o aguda,
infecciones cronicas, enfermedad renal o enfermedad
pulmonar obstructiva crénica fueron excluidos.

El estudio se realiz6 de acuerdo con las lineas direc-
tivas de la buena practica clinica y las normas éticas
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para la experimentacién humana establecidas por la
Declaracion de Helsinki. Cada paciente dio su consen-
timiento informado por escrito para su inclusién en
este estudio.

Estudio eco-Doppler

El estudio eco-Doppler se realiz6 con sistemas de
ecocardiografia estdndar equipados con transductores
de 2,5 MHz. Se obtuvieron proyecciones apicales y
paraesternales. Los registros ecocardiograficos y los
trazados Doppler fueron grabados en cintas de video
para ser analizados posteriormente de manera centrali-
zada y de forma ciega al resto de determinaciones me-
diante un sistema computarizado (Eco-Dat, Software
de Medicina S.A.).

Se utiliz6 el método de drea-longitud para el célculo
de la fraccién de eyeccién (FE) del ventriculo izquier-
do?. Mediante Doppler pulsado se midi6 la velocidad
méxima temprana del flujo transmitral (onda E) y se
calculé el tiempo de deceleracion.

Determinacion de marcadores de estrés
oxidativo

Las muestras sanguineas fueron extraidas por veno-
puncién. Se centrifugaron a 3.000 rpm durante 10 min,
los sueros a temperatura ambiente y los plasmas a
4 °C, se alicuotaron y se congelaron a —80 °C.

La concentracién en suero de 8-OHdG se determiné
mediante un ensayo inmunoenzimdtico ELISA
(Bioxytech® 8-OHdG-EIA™ kit). Los resultados se
expresaron en nanogramos/mililitro (ng/ml). La deter-
minacién plasmadtica de LPO se realiz6 mediante un
ensayo basado en una reaccioén colorimétrica (Bioxy-
tech® LPO-560™). Los resultados se expresan en mi-
cromoles/litro (Lmol/1).

Anadlisis estadistico

Los datos de las variables cuantitativas se expresa-
ron como la media + desviacion estandar (DE). Se es-
tudi6 la normalidad de las variables mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov. Se utiliz6 el test de la U de
Mann-Withney para comparar los valores de 8-OHdG
y LPO entre pacientes y controles. Para comparar los
valores de los marcadores de estrés oxidativo segin la
etiologia se empled el andlisis de la varianza de Krus-
kal-Wallis. Se consideraron como umbral de significa-
cion estadistica los valores de p < 0,05. Para todos los
andlisis de datos se utiliz6 el paquete estadistico SPSS
11,5 (SPSS Inc., Chicago, Illinois).

RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas y funcionales de los pa-
cientes estudiados se muestran en la tabla 1. Para toda
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TABLA 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Variables Pacientes (n = 78)
Sexo varon (%) 73
Edad (afios) 64 +14
PAS (mmHg) 127+ 20
FC (lat/min) 7813
HDL (mg/dl) 45+13
Colesterol total (mg/dl) 192 + 44
Hematocrito (%) 42 +6
Fumadores (%) 10
Hipertension (%) 51
Diabetes (%) 37
NYHA (%)

| 9

Il 70

1l 21
FE (%) 35+12
Tiempo de deceleracion (ms) 197+ 79
Marcadores de estrés oxidativo

8-0HdG (ng/ml) 0,34 + 0,54

LPO (umol/l) 1810

FC: frecuencia cardiaca; FE: fraccion de eyeccién; HDL: lipoproteinas de alta
densidad; LPO: peroxidacion lipidica; NYHA: New York Heart Association;
PAS: presion arterial sistélica; 8-OHdG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina.
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Fig. 1. En este grafico se muestran los valores de 8-hidroxi-2’-desoxi-
guanosina en pacientes con insuficiencia cardiaca y sujetos controles.
8-0HdG: 8-hidroxi-2’desoxiguanosina.

*p <0,05.

Los datos representan la media + desviacion estandar.

la poblacion de enfermos de insuficiencia cardiaca, los
valores de 8-OHdG fueron 0,34 + 0,54 ng/ml, y los
que obtuvimos para la peroxidacién lipidica fueron 18
+ 10 umol/l.

Cuando comparamos los valores de 8-OHdG obteni-
dos en los sujetos con insuficiencia cardiaca con los
calculados en sujetos sanos, obtuvimos una cifra signi-
ficativamente mayor para el grupo de pacientes (0,34
+ 0,54 frente a 0,04 £ 0,07 ng/ml; p < 0,05) (fig. 1).
Hemos comparado también los valores de la peroxida-
cion lipidica en pacientes con insuficiencia cardiaca y
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Fig. 2. Valores de LPO en pacientes con insuficiencia cardiaca y suje-
tos controles.

LPO: peroxidacion lipidica.

**p<0,01.

Los datos representan la media + desviacion estandar.
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Fig. 3. Valores de 8-hidroxi-2’desoxiguanosina (8-OHdG) en los 3
diagnosticos etioldgicos, miocardiopatia dilatada, isquémica e hiper-
tensiva.

*p <0,05.

Los datos representan la media + desviacion estandar.

sujetos control, obteniendo asimismo valores més ele-
vados en el grupo de pacientes (18 + 10 frente a 8 + 3
pmol/l; p < 0,01) (fig. 2).

Posteriormente comparamos las concentraciones de
8-OHdG en los 3 grupos etioldgicos, miocardiopatia
dilatada (0,22 + 0,38 ng/ml), miocardiopatia isquémi-
ca (0,25 = 0,35 ng/ml) y miocardiopatia hipertensiva
(0,78 = 0,87 ng/ml), y obtuvimos también una diferen-
cia significativa de p < 0,05 (fig. 3), basicamente a ex-
pensas de un importante incremento en el grupo de pa-
cientes con miocardiopatia hipertensiva. Finalmente,
comparamos también los valores de la peroxidacion li-
pidica en los 3 grupos diagndsticos de nuestra serie,
miocardiopatia dilatada (15,8 + 9,4 umol/l), miocar-

Fig. 4. Valores de peroxidacion lipidica (LPO) en las 3 etiologias, mio-
cardiopatia dilatada, isquémica e hipertensiva.

*n <0,05.

Los datos representan la media + desviacion estandar.

diopatia isquémica (19,5 + 8,8 umol/l) y miocardiopa-
tia hipertensiva (21,6 = 14,6 umol/l), obteniéndo-
se también una diferencia significativa de p < 0,05
(fig. 4).

DISCUSION

Los RL son moléculas que en su estructura atémica
presentan un electrén desemparejado en el orbital ex-
terno, lo que les da una configuracién espacial que ge-
nera inestabilidad. Son extraordinariamente reactivos y
de vida media corta. Los RL son elaborados continua-
mente como productos del metabolismo normal de las
células y se inactivan por un conjunto de mecanismos
cuya funcioén es que RL y antioxidantes se equilibren
en modo tal que se minimice y se retarde la aparicién
de dafios. Las mds conocidas de estas ERO son el
anién superdxido (O,"), el peréxido de hidrégeno
(H,0,) y el radical hidroxilo (-OH)*".

El aumento o la disminucion de las concentraciones
fisiologicas de ERO puede dar lugar a importantes alte-
raciones funcionales. Las mitocondrias son las fuentes
principales de RL??, que normalmente van producién-
dose en cantidades que son controladas por los meca-
nismos de defensa celulares. En situaciones patoldgicas
como el céncer?, la diabetes?, las enfermedades dege-
nerativas®?¢ o las enfermedades cardiovasculares?’,
esta produccion se incrementa sustancialmente y/o hay
una deficiencia en los mecanismos antioxidantes, lle-
gandose al estado de EO en el que se produce dafio ce-
lular. La difusién anormal del oxigeno en un miocardio
hipertréfico genera un déficit energético progresivo que
se vincula con los mecanismos moleculares del EO en
condiciones de isquemia/reperfusiéon®*, Hay eviden-
cias que indican la participacién del EO en la fisiopato-
logia de la hipertensidn arterial y sus complicaciones?®'.
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Debido a la alta inestabilidad atomica de los RL,
cuando colisionan con una biomolécula le sustraen un
atomo de H* dejdndola oxidada y produciéndose a
continuacién una serie de reacciones en cadena que
hacen que determinadas moléculas pierdan su funcién
especifica en la célula. Cuando esto ocurre en las
membranas lipidicas celulares, la oxidacién de un 4ci-
do graso lo convierte en radical de 4cido graso con ca-
pacidad de oxidar a otra molécula. Este proceso es co-
nocido como LPO 'y permite cuantificar la
concentraciéon de los lipidos hidroperoxidados, pro-
ductos de esa peroxidacion?!.

Otra molécula danada por los RL es el ADN. El
dafio a los acidos nucleicos produce bases modifica-
das, lo que puede originar el desarrollo de mutaciones
y dafio funcional. Como respuesta a este dafio, hay una
reparacion del ADN y en ese proceso se produce 8-
OHAG, que también puede usarse como marcador de
estrés oxidativo®.

En nuestro estudio, los pacientes con insuficiencia
cardiaca presentan unas concentraciones significativa-
mente mayores de 8-OHdG y de LPO respecto al gru-
po control. Estos valores estdn en concordancia con
los obtenidos por otros grupos**:. Ademds, también
hemos observado que hay diferencias en los valores de
estos 2 marcadores de EO para los 3 diagnésticos etio-
16gicos, miocardiopatia dilatada, isquémica e hiperten-
siva, y que los valores son mayores en pacientes con
diagnéstico etiolégico de miocardiopatia hipertensiva
para ambos marcadores.

Todo esto pone de manifiesto que en los pacientes
con insuficiencia cardiaca hay un incremento tanto de
LPO como de dafio en el ADN. Estos procesos pare-
cen estar mds marcados en los pacientes con etiologia
hipertensiva. En este contexto, la administraciéon de
antioxidantes podria tener un papel en estos enfermos
de insuficiencia cardiaca’-*", aunque la administracién
de ciertas vitaminas resulta controvertida®®-’.

Una limitacién de nuestro estudio podria ser el he-
cho de que las clases funcionales mds deterioradas no
estdn muy representadas en nuestro grupo, ya que la
mayoria de nuestros pacientes se encuentra en clase
funcional II. Aun asi, hay un porcentaje relevante de
pacientes en clase funcional III (21%) que podria con-
siderarse suficientemente representativo. Por otra par-
te, sélo un 19% del total presenta etiologia hipertensi-
va. Sin embargo, aun asi obtenemos significacién
estadistica al comparar los 3 grupos etioldgicos.

Los estrictos criterios de exclusién de nuestro estudio
favorecen la consecucién de los objetivos planteados.
Sin embargo, dado que algunas de las enfermedades ex-
cluidas se asocian con frecuencia con el sindrome de in-
suficiencia cardiaca, podria pensarse que los resultados
obtenidos se alejan de lo que se observa en la préctica
clinica diaria. Creemos, sin embargo, que aun asi, el co-
nocimiento que se aporta sobre esta drea en este trabajo
tiene un valor fisiopatolégico estimable.
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El hecho de que el tratamiento no sea exactamente
igual en las diferentes etiologias podria influir en el
calculo. Sin embargo, hemos comprobado que no hay
diferencias significativas entre pacientes tratados y no
tratados con ARA-II, IECA o bloqueadores beta.

Otro aspecto que cabe considerar es que la medida
de la funcién ventricular es mas precisa mediante la
resonancia magnética, como se ha publicado®. Sin
embargo, el que nuestros andlisis hayan sido realiza-
dos de una manera centralizada por un cardiélogo
habituado a las medidas eco-Doppler y la variabili-
dad nos hace confiar en la validez de nuestros resul-
tados.

CONCLUSIONES

Las concentraciones 8-OHdG y de LPO se encuen-
tran aumentadas en los pacientes con insuficiencia
cardiaca al compararlas con las del grupo control. Al
evaluar la influencia de la etiologia, observamos dife-
rencias significativas, obteniéndose los valores mads
elevados de ambos marcadores de estrés oxidativo en
los pacientes con miocardiopatia hipertensiva. Debe
valorarse la incorporacién del cdlculo de estos parame-
tros a las determinaciones que se realizan en enfermos
con este sindrome por sus potenciales consecuencias
terapéuticas.
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