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Antecedentes: Hemos descrito un incremento en el estrés oxidativo (EO) en pacientes con sindrome coronario agudo
(SCA), relacionado con el fenémeno de isquemia-reperfusion. La inflamacion es otra potencial fuente de especies reactivas
de oxigeno.

Objetivo: Evaluar ia relacion entre inflamacion, determinada mediante proteina C reactiva uitrasensible (PCRus) y enzimas
de la matriz extracelufar, y el nivel de estrés oxidativo en el SCA.

Métodos: Se estudié en forma prospectiva a pacientes con SCA sin supradesnivel del segmento ST de alfo riesgo. Se
determind niveles de PCRus al ingreso, actividad de metaloproteinasa-9 (MMP-9), niveles séricos de malondialdehido
(MDA), y de péptido natriurético cerebral (proBNP), al primer y quinto dia, estableciendo fa correlacién entre estas variables
en el tiempo.

Resultados: Se incluyé a 10 pacientes: 7 hombres, edad 6310 afios (50-80 afios), 8 con elevacién de enzimas miocérdicas.
El puntaje TIM! fue 5 (3-8). Todos presentaron efevacion de PCRus antes de las 24 horas (26,551 mglL). Los niveles
de MMP-9 estaban normales y ios niveles plasmaticos de MDA estaban elevados al ingreso (1,25+0,55 uMIL). Tanto MMP-
9 como MDA disminuyeron en forma significativa al quinto dia (p=0,02 y p=0,009 respectivamente). Hubo una estrecha
correlacion entre la disminucion de MDA y MMP-9 (r=0,95, p<0, 05). No hubo correlacién entre la modificacion de los
valores de MDA y proBNP (r=-0,36) ni entre MMP-9 y proBNP (r=-0,33).

Concilusion: En el SCA habria inicialmente aumento de la inflamacién y EO. Las reducciones de ambos fenémenos
parecen estar relacionadas. Estos hechos apoyan la asociacién entre inflamacién y EQ en el SCA.

Inflammation and oxidative stress in acute coronary syndromes: two related phenomena?

Background: We have described an increased oxidative stress in patients with acute coronary syndromes (ACS), which
s related to the ischemia-reperfusion phenomenon. Inflammation is aiso a potential source of oxygen reactive molecules.
Aim: to study the relationship of inflammation, as estimated from ultra sensitive C reactive protein (US CRP) and extraceflular
matrix enzymes, with oxidative stress in patients with acute coronary syndromes.

Methods: A prospective study of high risk patients with non ST segment elevation ACS was conducted. US CRE,
metalloproteinase 9 (MMP-8), serum malondialdehyde (MDA) and brain natruretic peptide levels were determined at the
first and 5" days of the ACS. Changes in variables were correlated over time.

Results: 10 patients (7 males) aged 6310 years (range 50 to 80} were included. Myocardial enzyme levels were increased
in 8 patients. The mean TIM/ score was 5 (range 3 to 6). Alf patients showed increased US CRP levels within 24 hours
(26,5+51 mgiL). MMP-9 levels were normal and MDA levels increased (1.250+55 pM!LJ at the onset. Both MMP-9 and
MDA decreased significantly by the 5" day (p=0.02 and 0.09, respectively). MMP-9 and MDA changes were strongly
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correlated (r=0.95, p<0.05). No significant correlations of changes between MDA and BNP or between MMP-9 and BMP

were observed.

Conclusion: Indicators of inflammation and oxidative stress are increased at the beginning of ACS. The decrease in both
phenomena are apparently related, suggesting an association of inflammation and oxidative stress in this syndrome.

Introduccion

Durante los ultimos afos se ha hecho evidente que la
inflamacién juega un rol fundamental en el desarrollo de la
placa aterosclerotica y sus manifestaciones clinicas’.
Asimismo, los sindromes coronarios agudos (SCA) se
producen como complicacion de placas infiltradas por
macrofagos, que por fenomenos de fagocitosis, y
estimulacién de la produccién de metaloproteinasas (MMP),
asociado a la accion de otras células inflamatorias, debilitan
la capa fibrosa de la piaca y predisponen a la ruptura de
ésta®®. Marcadores inflamatorios como proteina C reactiva
ultrasensible (PCRus), fibrinégeno y citoquinas
proinflamatorias se encuentran elevados en el SCAS. Las
metaloproteinasas corresponden a una familia de
endoproteinasas que degradan componentes de la matriz
extracelular. Estas enzimas se encuentran precozmente
elevadas post-infarto en el plasma (durante las primeras
24 horas). La franscripcion de las metaloproteinasas se ve
estimulada por numerosas citoquinas inflamatorias, como
interleuquinas 1 y 8, factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), CD-40 y factor de necrosis tumoral -
o TNF-o)"®,

Por ofra parte, existe evidencia creciente que el estrés
oxidativo (EQ), definido como un desbalance entre oxidantes
y antioxidantes endégenos, con predominio de los primeros,
contribuye a la disfuncién vascular y al proceso aterogénico™,
Las lesiones aterosclerdticas en arterias coronarias se
caracterizan por una mayor actividad de superoxido
dependiente de NAD/NAD(P)H oxidasa, lo que podria estar
relacionado con la inflamacién de la placa y la tendencia
ala ruptura'’. En pacientes con infarto agudo al miocardio,
nuestro grupo ha demostrado un aumento de la peroxidacion
lipidica, cuantificada mediante malondialdehido plasmatico'.
Se ha postulado que podria deberse a fendmenos de
isquemia-reperfusion de los miocitos. La inflamacion es
otra potencial fuente de radicales libres y a su vez, el EQ
puede perpetuar el fenémeno inflamatorio. Sin embargo,
no se ha demostrado una asociacién entre los fendomenos
de inflamacion y estrés oxidativo en el sindrome coronario
agudo.

El objetivo del presente estudio es evaluar la relacion
entre la inflamacion, determinada mediante niveles de
proteina C reactiva ultrasensible y enzimas de degradacién
de la matriz extracelular (metaloproteinasa-9), y el estrés
oxidativo en el sindrome coronario agudo.

Métodos

Se estudid en forma prospectiva a 10 pacientes ingresados

a la Unidad Coronaria del Hospital Clinico de la Pontificia

Universidad Catdlica de Chile con diagndstico de sindrome

coronario agudo sin supradesnivel del segmento ST, que

cumplian con los siguientes criterios de inclusion:

- Ser mayor de 18 afos de edad.

- Haber presentado dolor anginoso tipico de reposo
dentro de las 24 horas previas al ingreso.

- Presentar riesgo elevado, definido como puntaje en el
Score de TIMI > a 3 puntos',

- Cumplir con al menos uno de los siguientes:

- Cambios electrocardiograficos isquémicos,
caracterizados por infradesnivel del segmento ST >
1mm en dos derivaciones contiguas, t negativa > 3mm
0 elevacion transitoria del segmento ST en dos
derivaciones contiguas.

- Elevacion del nivel plasmatico de Troponina | por sobre
el valor normal del laboratorio (> 0,05 ng/ml).

- Consentimiento informado aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina de la P. Universidad
Catolica de Chile.

Se excluyo, por su alteracion en el estrés oxidativo o

estado inflamatorio, a los pacientes con: insuficiencia
cardiaca descompensada, cirugia en los Gltimos dos meses,
infarto agudo al miocardio en los Gltimos dos meses, PTCA
en las Ultimas cuatro semanas, neoplasia, insuficiencia
renal (creatinina plasmatica > 2 mg/dl), enfermedades
inflamatorias cronicas o agudas. Ademas, se excluyé del
andlisis a los pacientes que entre el primer y quinto dia de
evolucion presentaron infarto agudo al miocardio con
supradesnivel del segmento ST, insuficiencia cardiaca
descompensada, un cuadro infeccioso agudo o que fueron
sometidos a cirugia de revascularizacién miocardica en
ese periodo.

Evaluaciones:

Al ingreso del paciente a la Unidad Coronaria , cumpliendo
con los criterios estipulados, se registré en una planilla
especialmente disefiada los factores de riesgo
cardiovascular, las caracteristicas clinicas y posteriormente
la ocurrencia de eventos médicos intrahospitalarios para
cada paciente. Se tomd muestras de sangre periférica al
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ingreso para realizar determinaciones bioquimicas de:
inflamacién, mediante PCRus; degradacion de matriz
extracelular, midiendo actividad de metaloproteinasa 9
{MMP-9); estrés oxidativo, cuantificando malondialdehido
{MDA) plasmatico; y compromiso hemodinamico, con
péptido natriurético cerebral (proBNP). Al quinto dia se
repitid la medicion de MMP-9, MDA vy proBNP. Se estudié
la evolucién de estos parametros (la diferencia entre los
valores del primer y quinto dia) y la correlacién entre las
diferencias de cada una de las variables medidas en los
primeros 5 dias de evolucion. Ademas, se estimo el grado
de necrosis miocardica realizando una curva enzimatica
con muestras cada 6 horas, hasta alcanzar el peak de
Troponina |, de Creatininquinasa (CK) y su fraccién MB
(CKMB).

Determinaciones de inflamacién:

- PCRus: Fue cuantificada en plasma mediante técnica
de ELISA de competencia usando anti-PCR de conejo
{Calbiochem-Novabiochem) y PCR biotinilado''5

- Actividad plasmatica de MMP-9: Se determind mediante
zimografia en geles de 10% poliacrilamida-SDS
copolimerizado con 1 mg/ml de gelatina. Luego de la
electroforesis, los geles se lavaron con 2,5% Triton X-
100 y luego se incubaron a 37°C por toda la noche en
50 mM Tris-HCI pH 8.0, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl22
y 20uM ZnCI2. Los geles se tifiercn por 3 h en 0,5%
azul de comassi, en 25% metanol y 10% acido acético
y destifieron en la misma solucién sin azul de comassi.
Las actividades se evaluaron por densitometria16,17.
Estas determinaciones se realizaron en la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la U. de Chile.

Cuantificacion de estrés oxidativo:

- Malondialdehido: La formacion de Malondialdehido
{(MDA) se determind examinando el contenido de las
sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS)18.
Las muestras de sangre de los pacientes se recolectaron
en tubos con heparina, se centrifugaron a 1.250 x g
durante 10 min a 4°C. Los plasmas se almacenaron a
—20°C para su posterior analisis de MDA. Estas
determinaciones se realizaron en la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas de la U. de Chile.

Cuantificacion de compromiso hemodinamico:

- Péptido natriurético cerebral {proBNP): Los niveles
de proBNP se determinaron por la técnica de
electroluminiscencia en el Laboratorio de Urgencia de
la P. Universidad Catélica de Chile.

Analisis estadistico:

Los resultados de las variables continuas se expresaron
como promedio * desviacion estandar. Las variables
categdricas como mediana y rango.

Para determinar diferencias significativas en cada
variable entre el primer y quinto dia se usé test t de Student.
Se uso correlacidon muestral de Pearson para evaluar la
asociacion entre las diferentes determinaciones, como
también para evaluar las correlaciones entre las diferencias
temporales para cada variable.

Se consideré significativo todo valor p inferior o igual a
0.05.

Resultados

De los 10 pacientes estudiados, 7 fueron hombres. La edad
media fue de 63+10 afios (50-80 afos). 3 pacientes tenian
el antecedente de infarto al miocardio previo, 5 eran
portadores de angina crénica estable, 2 habian sido
sometidos a angioplastia coronaria y uno era portador de
insuficiencia cardiaca, compensada al momento del ingreso.
7 eran hipertensos, 8 dislipidémicos, 3 diabéticos y 6 de
ellos eran fumadores. La duracion del dolor fue de 1204106
min (10 a 360 min).El tiempo promedio desde el inicio del
dolor hasta su ingreso a la unidad coronaria fue de 3211203
min (120 a 720 min). Todos los pacientes presentaron
alteraciones del electrocardiograma al ingreso: infradesnivel
del segmento ST en 7 pacientes, t negativa profunda en 2
y supradesnivel transitorio del segmento ST en un paciente.
8 de los 10 pacientes presentaron elevacion de CK/CKMB.
Todos tuvieron Troponina | sobre el valor normal para
nuestro laboratorio (0,05 ng/mi), 8 de ellos con valor sobre
0.5 ng/ml, considerado diagndstico para infarto y el valor
promedio fue 3,47£3,15 ng/ml. Todos los pacientes tuvieron
evidencia de inflamacion, con PCRus elevada: 26,5451
mg/L (valor normal < 3 mg/L). Los niveles de MDA también
se encontraron elevados, con respecto a valores reportados
previamente para sujetos sanos™: 1,25£0,55 uM/L vs
0,910,1 uM/L, reflejando un aumento de la peroxidacién
lipidica al ingreso. La actividad de MMP-9 plasmatica se
expreso como valor normalizado a la primera medicion.
Al quinto dia de evolucién, tanto los niveles de MMP-
9 como MDA cayeron en forma significativa (p=0,02 y
p=0,008 respectivamente) (Figuras N°1 y 2). Se demostré
una estrecha correlacion entre la disminucién de los niveles
de MDA y de actividad de MMP-8 plasmatica (r=0,95,
p<0,001) (Figura N°3). No se demostro una correlacién
significativa entre los valores iniciales ni entre la modificacion

Revista Chilena de Cardiclogia - Vol. 24 N°1, 2006 56



A. Bittner, P. Castro, O. Pérez, R. Corbalan, R. Troncoso, M. Chiong, G. Diaz-Araya, J.Vicencio, F. Moraga, D. Zanolli, J. Winter, J. Zamorano, S. Lavandero

de los valores del ingreso y del quinto dia de evolucién de significativa entre niveles de inflamacion al ingreso (PCRus)
MDA y BNP (r=-0,36) ni entre MMP-9 y BNP (r=-0,33). y grado de necrosis miocardica (peak de Troponina I}.
Tampoco encontramos una correlacion estadisticamente
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Figura 1. Actividad de MMP-8 plasmatica al ingreso y al quinto dia de evolucion.
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Figura 2. Estrés oxidativo cuantificado mediante MDA plasmatico
en SCA al ingreso y al quinto dia de evolucion.
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Figura N3. Correlacion entre las diferencias de la actividad de MMP-9 plasmatica
y niveles plasmaticos de MDA entre el primer y quinto dia de evolucion del SCA.

Discusion

En el presente estudio se demuestra un aumento en la
actividad inflamatoria sistémica en pacientes que ingresan
al hospital con un sindrome coronario agudo sin
supradesnivel del segmento ST de alto riesgo. Esto se
evidencia por niveles de PCRus por sobre los normales en
las primeras 24 horas de evolucion, lo cual es concordante
con lo reportado previamente por otros autores & 20.21. E|
aumento de la PCRus se explica por un incremento en la
sintesis de esta proteina por el higado, como consecuencia
de niveles aumentados de citoquinas proinflamatorias, que
se relacionan a la inestabilidad de la placa aterosclerdtica.
Estas participan en la atraccién de macréfagos y otras
células inflamatorias a la placa inestable, asi como en la
activacion plaquetaria y en el proceso trombogénico, que
es fundamental en la génesis del sindrome coronario®22,
Por otra parte, la PCR parece no ser sélo un reflejo del
estado proinflamatorio de los sindromes coronarios agudos,
sinc que ademas generaria mayor inflamacion a través de
la amplificacion del efecto de endotoxina, aumento de factor
tisular y aumento de la produccién de ICAM y VCAM23-25,

Como se ha mencionado, algunas citoquinas
proinflamatorias, como IL-1, IL-6 y TNF-a estimulan la

transcripcion de las metaloproteinasas, sobre todo las del
grupo de las gelatinasas, representadas por MMP-2 y MMP-
972, En las regiones de acumulacion de células espumosas
en las placas ateroscleroticas se ha encontrado presencia
de MMP, por lo que éstas se han asociado a la vulnerabilidad
de la placa®. En este estudio no hemos determinado los
niveles de metaloproteinasas, sino que su actividad
plasmatica, normalizada a los valores iniciales para cada
paciente. Por lo anterior, no podemos afirmar
categdricamente que exista un aumento en la actividad de
estas enzimas en las primeras 24 horas de evolucion del
sindrome coronario agudo. Sin embargo, la reduccion de
la actividad plasmatica de MMP-9 al quinto dia con respecto
a la inicial apoya fuertemente la idea de una activacion
precoz de esta enzima de degradacion de la matriz
extracelular en el desarrollo del SCA.

En cuanto al estrés oxidativo, la mayor parte de las
publicaciones han mostrado un aumento de éste durante
el desarrollo del infarto agudo al miocardio. Fuji et al
demostraron un aumento de las LDL oxidadas
intracoronarias en el sindrome coronario agudo27. En otros
estudios, se ha evidenciado un incremento precoz post
reperfusion miocardica de los niveles locales y sistémicos
de marcadores de estrés oxidativo, como prostaglandina
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F., y malondialdehido?®2®. Esto se ha explicado por el
fendmeno de isquemia-reperfusion de los miocitos. Sin
embargo, este no parece ser el Unico mecanismo capaz
de liberar radicales libres del oxigeno. En pacientes con
infarto agudo al miocardio, nuestro grupo ha demostrado
un aumento de los niveles plasmaticos de MDA antes de
la angioplastia primaria, los cuales no se modificaron a los
30 minutos ni a las 24 horas de haber ocurrido la
reperfusién'. Aukrust et al demostraron un aumento de los
niveles séricos de citoquinas proinflamatorias, peroxidacion
lipidica y reduccidn de niveles de vitaminas antioxidantes
en sindromes coronarios agudos, lo que sugiere una relacion
entre inflamacion y estrés oxidativo en estos cuadros®. En
pacientes sometidos a cirugia de revascularizacion
miocérdica se ha reportado recientemente una aumento del
estrés oxidativo, cuantificado mediante 8-iso-PGF,,, y de
la actividad de MMP-2 y MMP-9 en liquido pericardico, con
una correlacién positiva significativa entre ambos?®’,

En este estudio hemos demostrado por primera vez la
asociacion entre actividad de enzimas de degradacion de
la matriz extracelular (MMP-9) en plasma, como parte de
un proceso inflamatorio sistémico, y estrés oxidativo,
cuantificado en este caso por MDA como producto de
peroxidacion lipidica, lo que constituye el principal resultado
de nuestro estudio. Analizando las modificaciones en la
actividad de MMP-9 plasmatica y niveles plasmaticos de
MDA entre el primer y quinto dia de evolucion del sindrome
coronario agudo, hemos encontrado un coeficiente de
correlacion “r" entre ambos fenémenos de 0,95, lo que ha
resultado estadisticamente significativo, a pesar del reducido
tamafio de la muestra utilizada. Si bien esto no permite
establecer una relacion de causa-efecto entre ambos
procesos, la estrecha correlacién demostrada habla
fuertemente en favor de una participacion conjunta en la
cascada fisiopatolégica que termina en la inestabilizacién
de la placa aterosclerdtica coronaria y en la ocurrencia del
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