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Resumen

Marco tedrico: La angioplastia coronaria percutanea (ACP) ha demostrado ser de gran

utilidad para reducir la mortalidad morbilidad y el pronéstico de los pacientes que
sufren un infarto agudo miocardico (IAM). Sin embargo, este procedimiento
paradojalmente puede aumentar el dafio original del IAM en una condicién conocida
como "dafio por reperfusion miocardica" (DRM). El estrés oxidativo puede tener una
contribucién preponderante en el mecanismo de esta lesion. Es por esto que la
administraciéon endovenosa de vitamina C en conjunto a vitamina E oral durante el
periodo inmediatamente posterior al infarto, podria contribuir a una mejoria en los
parametros funcionales y morfolégicos cardiacos, y al estado antioxidante sanguineo
Objetivo: El presente estudio estd dirigido a determinar los efectos de Ila
administracion de vitaminas C y E sobre las caracteristicas morfolégicas y funcionales
del corazén, ademas de los biomarcadores relacionados con estrés oxidativo, en
pacientes que luego de sufrir un IAM que han sido sometido a ACP.

Metodologia: El protocolo de estudio consisti6 en un ensayo clinico aleatorizado
controlado por placebo. En los sujetos asignados al grupo de tratamiento antioxidante
el protocolo se inici6 mediante la administraciéon oral de una dosis Unica de la
vitamina E como a-tocoferol (800 UI) en conjunto a una infusién intravenosa de
vitamina C como ascorbato de sodio (320 mM), seguido por un tratamiento oral con
vitaminas C (500 mg/12hrs ) mas vitamina C (400 UI /dia) durante 3 meses. Para los
sujetos asignados al grupo control, las dosis orales de vitamina E y C fueron
reemplazadas por capsulas de aceite vegetal y almidéon de maiz respectivamente,
mientras que la infusién de vitamina C fue reemplazada por una solucién salina de
volumen y osmolaridad igual a la administrada en los pacientes tratados. La funcion
cardiaca medida a través de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) y
morfologia cardiaca fueron determinadas mediante resonancia magnética cardiaca en
los dias 6 y 84 dias posteriores al [AM. La funcién microvascular se evalué mediante el
grado de perfusion miocardica TIMI (TMPG) medida en la angiografia. Se analizaron
distintos pardmetros bioquimicos relacionados a estrés oxidativo en eritrocitos y

plasma: 8-Isoprostanos, Malondialdehido, Capacidad antioxidante plasmatica,



Glutatién reducido (GSH), Glutatién oxidado (GSSG) e Indice Tiélico (GSH/GSSG)
durante diferentes momentos del protocolo.

Resultados: La poblacién de estudio consté de 54 pacientes, dentro de los cuales no se
encontraron diferencias basales entre los grupos. Se observo al analizar la evolucion
de la FEVI de cada paciente, comparando el dia 84 con el dia 6, una evolucién positiva
en el grupo tratado, hecho que no se presenté en el grupo control. De forma similar, el
cambio en el volumen expulsivo, comparando el dia 84 con el dia 6 mostré también
resultados favorables en el grupo tratado, con una diferencia neta entre ambos grupos
de alrededor de 10 ml/m?. Adicionalmente, el grupo que recibié el tratamiento
presenté una menor disfuncién microvascular, evaluada tras la reperfusion. Estos
datos son consistentes con un efecto protector de la funcion cardiaca, por parte de la
administracién de altos niveles de ascorbato en contra del dafio por reperfusién en
pacientes sometidos a ACP luego del IAM. Sin embargo, debido a los resultados
discordantes obtenidos entre los biomarcadores de dafo relacionado a estrés
oxidativo, queda claro la necesidad de mas estudios para determinar el mecanismo
responsable que da cuenta de los resultados positivos observados en la funcién

cardiaca.



Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares constituyen el principal problema de salud
en adultos. Durante las ultimas décadas el infarto agudo miocardico (IAM) ha sido la
primera causa de mortalidad y morbilidad a nivel mundial. Segtiin la Organizacion
Mundial de la Salud, el IAM por si solo representa el 13,4% de la mortalidad en todo el
mundo [WHO, 2014].

El IAM con supradesnivel del segmento ST (SDST) se produce cuando existe
isquemia profunda y prolongada en el tejido miocardico producto de la oclusion de los
vasos de la circulacién coronaria, produciendo dafio y muerte celular [Braunwald E.
1989]. Por este motivo, la restauracion del flujo sanguineo coronario es el objetivo
primordial en el tratamiento del IAM. Durante las ultimas décadas ha habido una
disminucién en su mortalidad debido a los avances en el diagnéstico y manejo del IAM
con SDST [Roger et al., 2011] lo que ha sido posible gracias al desarrollo de la terapia
fibrinolitica, la terapia antitromboética y principalmente gracias al desarrollo de la
angioplastia coronaria percutanea (ACP), siendo esta ultima la terapia de eleccion
[Grines et al., 1993]. Sin embargo, la reperfusiéon del tejido isquémico, de forma
paradojica, puede aumentar el dafo original, una condicién conocida como "dafio por
reperfusion miocardica " (DRM) [Yellon, 2007].

Abundante evidencia apunta a que el DRM en el IAM se produce
principalmente durante los minutos iniciales después de restaurado el flujo
sanguineo. Esto se deberia a que la reperfusién estaria asociada al
desencadenamiento de un fenémeno de estrés oxidativo agudo, generada
principalmente por liberacién masiva de especies reactivas del oxigeno (EROs),
primariamente de anién superéxido [Dhalla et al., 1999, Xu et al.,, 2008]. Ademas
existiria otro efecto de la revascularizacion, un aumento en el estrés nitrosativo, en el
que el o6xido nitrico desempefia un papel importante. Este radical derivado del
nitrégeno es capaz de reaccionar rapidamente con el anién superéxido dando origen a
otro potente oxidante, el peroxinitrito [Hrabarova et al., 2011], el cual tiene la
capacidad de oxidar multiples biomoléculas, ya sea directamente o por medio de la

generacion secundaria de radicales altamente reactivos. Ocasionando en consecuencia



una alteracion estructural significativa en biomoléculas tales como lipidos, proteinas y
acidos nucleicos[Liaudet et al., 2013].

El dafio producido por la reperfusién tiene repercusiones globales a nivel
cardiaco incluyendo el desarrollo de arritmias, dafio microvascular, atontamiento
miocardico y muerte celular, lo que influiria directamente en el tamafio final del
infarto [Rodrigo et al., 2013 A]. Incluso se ha sugerido que el DRM podria explicar
hasta el 50% del tamaiio final del infarto [Yellon ,2007], una parte del dafio que seria
potencialmente prevenible. Adicionalmente, los pacientes que sobreviven la fase
aguda del IAM con una adecuada terapia de restauracion del flujo, muestran una
considerable morbilidad y mortalidad en el mediano a largo plazo. Esto se debe no
s6lo a la lesién miocardica aguda per se, sino también a cambios bioquimicos,
funcionales y morfolégicos posteriores que ocurren en el corazdén, determinando en
conjunto un proceso de remodelacién cardiaca [Van der Vleuten et al., 2008, St John
atal., 1997].

Posterior al IAM, la remodelacién abarca tanto al miocardio infartado y al no
infartado [Pfeffer & Braunwald, 1990]. El proceso temprano de remodelacion se debe
principalmente a la expansiéon de la zona infartada, la cual tiene su inicio
inmediatamente después de la fase aguda del IAM [Li et al., 1998]. Luego de superado
el periodo agudo, con el tiempo también se producen cambios en el territorio no
infartado o miocardio remoto, evidenciado por la pérdida de miocitos por apoptosis. A
su vez los miocardiocitos restantes sufren de hipertrofia y elongaciéon, ademas se
gatillan procesos de fibrosis cicatricial e intersticial. Progresivamente, esta
remodelacion patolégica se asocia con dilatacion de las camaras cardiacas,
disminucién de la funcién contractil y propensién al desarrollo de arritmias
[Bolognese et al., 1999].

El DRM es potencialmente traducible a resultados clinicos objetivables que van
mas allad del dafio inmediato provocado por la reperfusion, tales como disminuciéon de
la fraccion de eyeccion ventricular izquierda (FEVI). En este sentido, la utilidad de la
FEVI como una medida del impacto en el IAM ha sido bien apoyado en la practica
médica. De hecho, posterior al IAM, la FEVI es un fuerte predictor de mortalidad

[MPRG 1983] [Rouleau et al., 1996]. Ademas, la FEVI es un factor prondéstico para el



desarrollo de complicaciones no mortales después del 1AM, tales como angina, re-
infarto y el desarrollo de insuficiencia cardiaca [Pocock et al,. 2006, Odenmuyiwa et
al,. 1991, Copie et al., 1996].

La hipertrofia ventricular es otra de las principales caracteristicas en la que
confluye la remodelacién del corazén. La hipertrofia miocardica se desarrolla en el
periodo de semanas a meses en el territorio no infartado. Los responsables que han
sido bien reconocidos con la capacidad de promover la hipertrofia serian; el estrés
mecanico, el Eje Renina-Angiotensina-Aldosterona, catecolaminas y citoquinas.
Adicionalmente, las EROs pueden ser un importante estimulo para la hipertrofia de
los miocitos [Shiomi et al., 2004], la liberaciéon crénica y sostenida de EROs se
correlaciona con el desarrollo de la hipertrofia ventricular y la progresiéon de la
insuficiencia cardiaca [Sorescu et al., 2002, Siwik et al., 2001].

El aumento de EROs y de las especies derivadas del nitrégeno, asi como la falta
de mecanismos antioxidantes que sean capaces de contener efectivamente este
proceso son responsables de una condicién global de estrés oxidativo cardiaco[W
Chen et al,, 2010]. Estos podrian representar un blanco farmacolégico en la profilaxis
del dafio por reperfusiébn en pacientes con IAM sometidos a terapias de
revascularizacién. Considerando el posible rol del estrés oxidativo, se han realizado
diversos ensayos clinicos, basado en distintas estrategias antioxidantes con el
objetivo de reducir el DRM. Sin embargo, en muchos casos los resultados fueron
insatisfactorios, generando informacién inconsistente y contradictoria con respecto a

la prevencidn del dafio cardiovascular[Yizhou et al., 2013].
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Hipotesis

“En pacientes sometidos a reperfusion por angioplastia primaria luego de un infarto
agudo de miocardio con SDST, la administracién endovenosa de vitamina C en
conjunto a vitamina E oral durante el periodo inmediatamente posterior al infarto y
luego la administracién oral de ambas vitaminas hasta el dia 84, podria contribuir a

una mejoria en los parametros funcionales y morfolégicos, y al estado antioxidante

sanguineo.”

Objetivos:

Objetivo General:
El presente estudio esta dirigido a determinar los efectos de la administraciéon

de vitaminas C y E sobre las caracteristicas morfolégicas y funcionales del corazén,
ademas de los biomarcadores relacionados con estrés oxidativo, en pacientes que

luego de sufrir un IAM que han sido sometidos a ACP.

Objetivos Especificos:

1.Determinar y comparar parametros de la funcién cardiaca medida a través de RMC

en el dia 6 y 84 posteriores al procedimiento de reperfusion.

2.Determinar y comparar parametros morfologicos cardiacos medidos a través de

RMC en el dia 6 y 84 posteriores al procedimiento de reperfusiéon

3.Determinar y comparar los distintos biomarcadores relacionados con estrés
oxidativo durante los dias de hospitalizacién hasta el momento del alta y su relacion
sobre las caracteristicas morfoldgicas (Volumen de fin de diastole, volumen de fin de
sistole y masa miocardica) y funcionales (Fraccién de eyeccién y volumen expulsivo)

determinadas a través de la resonancia magnética cardiaca.
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Metodologia

El protocolo consistié en un ensayo aleatorizado, doble ciego, controlado con
placebo. Los criterios de inclusién fueron: pacientes mayores de 18 afios de ambos
sexos, con diagndstico reciente de IAM con elevacion del segmento ST, los cuales
tenian la indicaciéon de ACP, es decir; a) Dolor anginoso (Angor Pectoris) o equivalente
anginoso de al menos 60 minutos de duracién y b) Electrocardiograma con elevacion
del segmento ST de dos milimetros en al menos dos derivaciones contiguas. Se
consideraron solo pacientes cuyo ingreso fue dentro de las 12 primeras horas desde el
inicio de los sintomas. Ademas, solo los pacientes que se presentaban con su primer
IAM fueron enrolados en el estudio. El reclutamiento fue efectuado en los centros
cardiovasculares del Hospital Clinico de la Universidad de Chile, Hospital San Juan de
Dios y Hospital San Borja Arriaran. Se consideraron como criterios de exclusion del
estudio: antecedentes de insuficiencia hepatica o renal, antecedente de insuficiencia
cardiaca (New York Heart Association IILIV), shock cardiogénico, flujo coronario
posterior a la ACP inferior al optimo (Flujo TIMI <3), comorbilidad que determinara
esperanza de vida menor a seis meses, embarazo y deficiencia de glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa.

La aprobacién ética del estudio se obtuvo de los comités de ética
institucionales y locales para cada centro hospitalario. Ademdas se obtuvo el
consentimiento informado de cada participante antes de iniciar cualquier
participacion en el ensayo.

Los participantes fueron asignados al azar en el momento del enrolamiento a
uno de los dos grupos a través de una secuencia de aleatorizacién mediante el uso de
software de asignacién al azar online, por el método de bloques permutados
aleatorios. La relacion entre placebo y tratamiento fue de 1:1 para cada centro
participante.

El tratamiento se inici6 inmediatamente después de la aleatorizacién. En los
sujetos asignados al grupo de tratamiento antioxidante el protocolo comenzaba
mediante la administracion oral de una dosis Unica de la vitamina E como a-tocoferol

(800 UI) y una infusiéon intravenosa de vitamina C como ascorbato de sodio (320 mM)
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a una velocidad de infusién de 10 ml/min durante la hora inicial disminuyéndose a 3
ml/min durante las siguientes 2 horas. Después de realizada la ACP y concluida la
infusiéon endovenosa, se mantuvieron dosis orales de vitamina E (400 IU / dia) y
vitamina C (500 mg / 12 horas) durante 3 meses continuos. En el caso de los sujetos
asignados al grupo de control, la dosis oral de vitamina E fue reemplazada por
capsulas de aceite vegetal. La infusién intravenosa de vitamina C fue a su vez
reemplazada por una solucién salina de volumen y osmolaridad igual a la infusién de
vitamina C administrada a pacientes suplementados.

Posterior al diagndstico, los sujetos de ambos grupos fueron trasladados a la
sala de hemodinamia, de acuerdo con el protocolo estandar en el IAM, se realiz6 una
angiografia para identificar la arteria relacionada con el infarto, el porcentaje de
estenosis y el flujo TIMI inicial. Luego la ACP se realizé6 de acuerdo con las guias
clinicas actuales de cada centro cardiovascular. El acceso percutaneo se realizé en la
arteria radial o femoral, de acuerdo con la decisiéon del médico tratante. Luego, el
catéter se insert6 en la arteria y se dirigi6 al territorio coronario, una vez identificada
el area de estenosis se realizé la dilatacion con el balén de angioplastia en la arteria
coronaria responsable del 1AM, la implantacién del stent coronario fue decidida de
acuerdo con la necesidad y al criterio del cardi6logo-hemodinamista a cargo del
procedimiento.

La funcién y morfologia cardiaca fueron evaluadas a través de resonancia
magnética cardiaca (RMC), la cual se realiz6 al sexto dia posterior al IAM y a los 84
dias de seguimiento. Los datos de las RMC fueron obtenidos de forma semi-automatica
y evaluados a su vez por un observador independiente de forma manual, que
desconoce el grupo asignado de cada paciente.

Adicionalmente se analiz6 el grado de perfusiéon miocardica como método para
evaluar la funcién microcirculacién, a través de una graduacién previamente validada
“TIMI myocardial perfusion grade”(TMPG) [Gibson et al. 2000]). Esto fue llevado a
cabo por dos observadores independientes (Cardiélogos-Hemodinamistas) que
analizaron de forma posterior las grabaciones obtenidas de cada ACP.

Las determinaciones bioquimicas de los distintos biomarcadores fueron

realizadas a través de muestras sanguineas, las que se obtuvieron en cuatro distintos
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momentos del seguimiento: Al momento del ingreso luego del diagnéstico de 1AM, en
el momento inmediatamente después de conseguida la recanalizacién coronaria, a las
6-8 horas después de la ACP y al momento del alta hospitalaria. Luego de la obtencién
de las muestras estas fueron trasladadas refrigeradas para proceder con la
centrifugacion de la sangre (3000 g durante 10 minutos), separdndose los
sobrenadantes de plasma. Luego, el sedimento de glébulos rojos se lav6 dos veces con
solucién salina y siendo posteriormente sometida a hemolisis con agua bidestilada. A
continuacién, plasma y glébulos rojos lisados se almacenaron por separado a -802C
hasta el momento de su utilizacién para la medicién de los distintos parametros
bioquimicos.

Se determinaron las concentraciones de vitamina C plasmatica en los distintos
momentos de evaluacién, por medio de un método fluorimétrico [Chung 2001].
Dentro de los biomarcadores de estrés oxidativo se evalu6 el glutation reducido (GSH)
y oxidado (GSSG) a través de fluorimetria [Hissin & Hilf 1976]. Ademas, a partir de
esta medicion se realizo el calculo del indice tidlico (GSH/GSSG) con el fin de objetivar
el estado redox intracelular en glébulos rojos. Adicionalmente, se objetivo la capacidad
antioxidante del plasma por medio de la medicion de la capacidad reductora de fierro
plasmatica (FRAP assay) [Benzie & Strain 1996]. Conjuntamente se realiz6 la
medicion de dos marcadores de dafo lipidico o lipoperoxidacién; 8-isoprostanos, a
través de un kit de inmunoensayo enzimatico comercial(Cayman Chemical Company,
Ann Arbor, Michigan, EEUU) y Malondialdehido por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) [Young et al. 1991]. Finalmente, en cada centro hospitalario se
realizé la medicion de un marcador de inflamacién, proteina C reactiva (PCR) y un

marcador de dafo cardiaco, Creatina fosfoquinasa-MB (CK-MB).

Analisis estadistico.
Se realizé inicialmente la prueba de Shapiro-Wilk para determinar la

distribucién de las variables. Los resultados se encuentran expresados como media #
desviacion estandar (DE) para las variables paramétricas y mediana mas rango
intercuartilico para las variables no paramétricas. Las diferencias para las variables

con distribuciéon normal se compararon mediante la prueba t-de-Student, mientras
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que las variables no distribuidas normalmente fueron contrastadas mediante la
prueba de Mann-Whitney-U. La comparaciéon entre variables categéricas de los
diferentes grupos se evalu6 mediante la prueba de Chi-cuadrado. El coeficiente de
Spearman o de Pearson se utilizé para estimar los andlisis de correlaciéon segun la
distribucién de las variables. La diferencia entre los grupos fue considerada con
significancia estadistica con un valor de p <0,05.

Con respecto a los resultados y calculos de morfologia cardiaca, éstos se
presentaron normalizados segin superficie corporal total por formula de Mosteller.,
1987.

El tamafio muestral fue calculado segun la siguiente formula:
n=2(ZS + ZP)2 x $2 / (MA - MB)?

Donde "n" es el tamafio de la muestra para cada grupo, "ZS" corresponde al
nivel de significancia estadistica (5%), "ZP" representa la potencia (80%), "MA" es la
media de grupo suplementado y "MB" la media de grupo placebo y "S" es la varianza
de la determinacién de CMR para la evaluacién de la fraccién de eyeccidon.
Considerando una perdida de sujetos del 10%, este calculo representé un tamafio de

muestra de 36 pacientes en cada grupo.
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Resultados

La poblacién de estudio consté de 54 pacientes, 43 pacientes fueron sometidos
a andlisis bioquimicos completos. Por otro lado, 41 pacientes fueron sometidos a la
resonancia cardiaca el dia 6 y 33 pacientes completaron el seguimiento con la segunda
resonancia realizada a los 84 dias (Figura Anexo 1). Tres pacientes fallecieron durante
la hospitalizacién, dos por shock cardiogénico en la sala de hemodinamia y uno por
neumonia nosocomial. Ninguno de los pacientes enrolados presenté reacciones
adversas atribuibles al tratamiento de suplementacién antioxidante. Las
caracteristicas basales de los grupos, los datos angiograficos y de la ACP se presentan

en la Tabla 1y 2 respectivamente.

Grupo Grupo p-value

Placebo Tratado

(n=21) (n=22)
Edad Promedio afios (media +SD) 57.1%7.2 59.8+13.3 ns
Genero Masculino n(%) 19 (95.2) 20 (90.9) ns
Hipertension n(%) 9 (42.9) 11 (50.0) ns
Tabaquismo n(%) 11(52.4) 12 (54.5) ns
Diabetes n(%) 7 (33.3) 5(22.7) ns
Dislipidemia n(%) 2(9.5) 2(9.0) ns
IMC kg/m* (media +SD) 30.2+4.8 29.8+4.2 ns
Uso de medicamentos:
IECA o ARAII n (%) 5(23.8) 6(27.3) ns
Anti-agregante plaquetario n (%) 3(14.3) 4 (18.2) ns
Bloqueador B-Adrenérgico n (%) 4(19.0) 4 (18.2) ns
Estatinas n(%) 2(9.5) 2(9.1) ns
BC-Ca+2 n(%) 0(0) 1 (4.5) ns
Diuréticos n(%) 7 (33.3) 9 (40.9) ns
ARA n(%) 1(4.7) 0(0) ns

TABLA 1: Caracteristicas basales y el uso de medicamentos de los grupos de estudio;
IMC, indice de masa corporal; IECA, inhibidores del enzima convertidor la
angiotensina I; ARA-II, antagonista de los receptores tipo 1 la angiotensina II; BC-Ca*2,
Bloqueador de canales de calcio; ARA, antagonista del receptor de aldosterona. Los
diuréticos incluyen hidroclorotiazida y furosemida.
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Grupo Grupo p-value
Placebo Tratado
(n=21) (n=22)
Tiempo Inicio sintomas-a- 364,2+172,0 331,9+115,5 ns
Balén, min (media + SD)
Puerta—a-Balon, min 82,9+47,1 91,7 + 32,5 ns
(media + SD)
Coronaria Comprometida:
CDA n (%) 13 (61,9) 13 (59,1) ns
ACx  n (%) 2(9,5) 2(91) ns
ACD n (%) 7 (33,3) 8 (36,3) ns
Flujo TIMI inicial 0 0 ns
Flujo TIMI post-ACP 3 3 ns
Uso de Stent n (%) 20 (95,2) 20(90,9) ns
Tipo de Stent
BMS n (%) 18 (90,0) 17 (85,0) ns
DES n (%) 2 (10,0) 3 (15,0) ns

Tabla 2. Datos Angiograficos y del procedimiento CAD, Arteria coronaria descendente
anterior; ACx, Arteria Circunfleja ; ACD, Arteria Coronaria Derecha; BMS, Stent
metalico descubierto ; DES, Stent medicado liberador de droga.

Parametros de funcion cardiaca:
Para analizar los cambios individuales experimentados en la FEVI de cada

paciente en ambos grupos a lo largo del seguimiento, se calculé la diferencia entre la

FEVI obtenida a los 84 dias y a los 6 dias después de la ACP (AFEVI% dia 86 - dia 6). El

cambio en la FEVI obtenido por este método mostré valores significativamente mas

altos para el grupo tratado, con una diferencia neta en la FEVI entre ambos grupos de

aproximadamente el 9% (p <0,05)(Figura 1).

Delta Fraccion de Eyeccion
Ventricular lzquierda

T

EA Placebo
Tratados

p <0,05

AFEVI% (dia 84-dia 6)

Figura 1: La figura muestra la diferencia

calculada para la FEVI entre el dia 84 y el
dia 6 posterior a la angioplastia; AFEVI%
(dia 84-dia 6): Diferencia entre la fraccion
de eyeccion del ventriculo izquierdo del
dia 86 menos la observada el dia 6.
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Adicionalmente , debido a que la FEVI se estima a partir del volumen expulsivo
y del volumen de fin de diastole (Fraccién de eyeccion = Volumen expulsivo /
Volumen de fin de diastole), se decidi6 comparar los cambios observados para el
volumen expulsivo, por el mismo método anteriormente mencionado (AVol. Exp.
ml/m? dia 84 - dia 6), observandose también resultados favorables en el grupo

tratado, con una diferencia entre ambos grupos de alrededor de 10 ml/m?(Figura 2).

Delta Volumen Expulsivo
Ventricular Izquierdo (dia 84 - dia 6)

- Figura 2: La figura muestra la diferencia

o] T flace calculada para el volumen expulsivo entre

T el dia 84 y el dia 6 posterior a la

.3 7 p <005 . . ] )

£, angioplastia; AVol. Exp.ml/m? (dia 84-dia

g‘ﬁ A 6): Diferencia entre el volumen expulsivo
o del dia 86 menos la observada el dia 6.

En relacién a la disfuncién microvascular, medida por el TMPG en la
angiografia, ésta mostré que después de la ACP en el grupo tratado el 95% de los
pacientes logr6é una TMPG 2-3 y tan solo un 5% se mantuvieron con un TMPG 0-1. Por
el contrario, en el grupo control solo el 79% de los pacientes mostr6 TMPG 2-3 y el

21% presenté un TMPG 0-1 (p <0,01)(Figura 3).

Grado de Perfusion Miocardica TIMI

100 Figura 3: Disfuncién microvascular
= TMPG2-3 . ,
5o TMPG 01 medld?, a .tralves. del grado de
0 <0.05 perfusiéon miocardica TIMI luego de
o 601 la ACP. Funci6én microvascular
o

40+ adecuada fue considerada con un
TMPG 2-3. Se observaron
diferencias significativas entre los

grupos en el porcentaje de apertura
adecuada del lecho microvascular.

Grupo Placebo Grupo Tratado
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Evaluaciéon morfoldgica cardiaca:
En relacién a la morfologia cardiaca, todos los parametros de volumen y masa

cardiaca fueron normalizados segun la superficie corporal total de los pacientes,
calculado segin el método de Mosteller [Mosteller., 1987]. En el relacién al VFS no se
observaron diferencias en la evaluacion inicial ni a los 84 dias de seguimiento. En
relacion al VFD tampoco se encontraron diferencias en la RMC basal del sexto dia ni al
dia 84. Los datos obtenidos por la RMC para la evaluacién morfolégica cardiaca se

resumen en la tabla 3.

Dia 6 Dia 84
Grupo Grupo Grupo Grupo P-Value
Placebo Tratado Placebo Tratado
VFS (ml/m2) 42,8+13,3 39,5 + 15,2 449 + 11,7 42,4 +15,1 ns
media £ SD
VFD (ml/ m2) 84,2 + 18,8 79,7 £ 20,9 87,8 +£10,7 87,1227 ns
media £ SD
MVI (g/ m2) 67,2+7,8 68,2 + 15,2 71,2 £ 8,3 69,3+9,8 ns
media £ SD

Tabla 3: Parametros morfolégicos cardiacos evaluados a través de resonancia
magnética cardiaca. VFS, Volumen de fin de sistole; VFD, Volumen de fin de diastole;
MVI, Masa del ventriculo izquierdo.

Con respecto a la masa miocardica, medida a través de la RMC, no se
observaron diferencias significativas en el dia 6 ni a los 84 dias de seguimiento.
Adicionalmente, se efectud el calculo de la diferencia para la masa miocardica entre la
primera y segunda evaluacidn de cada paciente, a pesar de existir una diferencia de
aproximadamente 5gr/m? entre ambos grupos , esta diferencia no fue significativa

(Figura 4).
Delta Masa Miocardica . . . .
Ventricular lzquierdo (dia 84 - dia 6) Figura 4: La figura muestra la diferencia
calculada para la masa miocardica entre el
B3 Placebo  dia 84 y el dia 6 posterior a la angioplastia;
Tratados . , ,
b=ns AMasa miocardica gr/m? (dia 84-dia 6):
Diferencia entre la Masa del ventriculo
izquierdo (g/m?) del dia 86 menos la

observada el dia 6.

(dia 84 - dia 6)
o

AMasa miocardica gr/m?
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Parametros bioquimicos relacionados con el estrés oxidativo, marcadores de
inflamacidén y de daino miocardico:
En relaciéon a los niveles de vitamina C logrados a través de la infusion

endovenosa, los niveles de ascorbato medidos en plasma (mmol/L) para el grupo
control fueron 0,03+0,02 al inicio del estudio, 0,03+0,04 inmediatamente después del
inicio de la reperfusién, 0,03+0,03 en 6 a 8 horas después del inicio de la reperfusion y
0,02+0,01 al alta hospitalaria. A su vez, estos niveles para el grupo tratado fueron
0,10+0,20 al inicio del estudio, 9,79+3,87 inmediatamente después del inicio de la
reperfusion, 1.79+1.51 en las 6 a 8 horas después de la reperfusién y 0,06+0,06 en el
alta hospitalaria (Figura 5). Segin esto, se encontraron las diferencias son
significativas, siendo mas altos los niveles en el grupo tratado en el momento
inmediatamente después de conseguida la reperfusién y a las 6 a 8 horas después de
la ACP(p <0,01). No se encontraron diferencias basales ni al momento del alta
hospitalaria. La relevancia de evaluar los niveles de vitamina C logrados por la
infusiéon radica en datos publicados por Jackson et al. en 1998, donde demostré que se
requerian altos niveles de vitamina C plasmaticos, 10 mMol/l en este caso, para
limitar la reactividad que presenta el anién super6xido con otras biomoléculas como

el oxido nitrico.

A- B-
Niveles Plasmaticos Vitamina C Niveles Plasmaticos Vitamina C
0.31 20-
n=43 154 T n=43
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Figura 5: Concentraciones plasmaticas de vitamina C. A: Se muestra las
concentraciones en los distintos momentos de evaluacién para el grupo control. B: Se
muestra las concentraciones en los distintos momentos de evaluacién para el grupo

tratado.
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El potencial antioxidante, evaluado mediante el ensayo FRAP, no mostrd

diferencias basales entre los grupos ni al momento del alta hospitalaria. Sin embargo,

se observo que los niveles de FRAP en el momento inmediatamente después de la

reperfusion fueron 30 veces mas altos en el grupo tratado que en el grupo control (p

<0,01). Ademas, a las 6 a 8 horas después de la reperfusion, los niveles de FRAP para

el grupo tratado persistian siendo 5 veces mas altos que los valores respectivos para

el grupo control (p <0,01) (Figura 6).

Cambio
respecto al basal
H
o
Il

Capacidad Antioxidante del plasma

(FRAP Assay)

’ Placebo
A Tratados

* *p <0,05
% n=43
A

Figura 6: Capacidad antioxidante del
plasma (FRAP Assay). Se muestra como
cambio con respecto a los niveles basales,
se observa una diferencia significativa
entre los grupos en el momento de la
reperfusion y a las 6 a 8 horas posteriores
a la ACP. No existieron diferencias en los
otros momentos de evaluacion.

Adicionalmente se encontr6 una correlacion positiva entre los niveles

plasmaticos de ascorbato y los niveles de FRAP en el momento inmediatamente

posterior al la reperfusion (Figura 7).

Correlacion entre los niveles plasmaticos

de ascorbato y FRAP
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Figura 7: Correlacion entre la capacidad
antioxidante plasmatica(FRAP) y los
niveles de ascorbato obtenidos previos al
momento de la reperfusiéon. Se observa
una asociacién positivo, obteniendo un
indice de Spearman significativo de 0,76.
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En cuanto a la relacion GSH/GSSG (Iindice Tiélico)(Figura 8) medida en
eritrocito, ésta no mostroé diferencias entre los grupos en la muestra basal, luego de la
reperfusion y al momento del alta hospitalaria. Sin embargo, en el momento de 6 a 8
horas después de la ACP, donde el indice tidlico en el grupo tratado fue

significativamente menor en comparacion al control (p <0,05).

Indice Tiolico (GSH/GSSG) Figura 8: Indice tidlico (GSH/GSSG)

en globulos rojos eritrocitario. Se muestra como cambio

25 con respecto a los niveles basales, se

3 B Placebo observa una diferencia significativa

g% A Tratados entre los grupos a las 6 a 8 horas

©

58 *p<0,05 posteriores a la ACP. No existieron
> n=43 . .

8 diferencias en los otros momentos de

evaluacion.

Consistentemente, a las de 6 a 8 horas después de la ACP se encontré una
correlacién negativa entre el nivel de ascorbato en plasmatico y los niveles de GSH
eritrocitario. Con respecto al GSH, este presenta el mismo comportamiento.
Observandose diferencias significativas solo a las 6 a 8 horas posteriores a la ACP, no
hubo diferencias basales entre los grupos, luego de la reperfusién o al momento del al
alta hospitalaria.

En cuanto a la lipoperoxidacidn, la medicién de 8-isoprostanos en plasma, se
encontraron diferencias significativas después del inicio de la reperfusion (p <0,05),
elevandose 2,6 veces con respecto al basal, siendo mayor en el grupo tratado que en
el control, esta diferencia entre los grupos se mantuvo también las 6 a 8 horas
posteriores a la ACP (Figura 9). No se observandose diferencias en los otros
momentos de evaluacion.

Figura 9: 8-Isoprostanos en plasma. Se

8-isoprostanos en plasma muestran como cambio con respecto a los

niveles basales, se observa una diferencia

mene  Significativa en el momento de la

mwdos  reperfusion y a las 6 a 8 horas posteriores

* 1 <0,05 a la ACP. No existieron diferencias en los
n=43 otros momentos de evaluacion.

Cambio
respecto al basal
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Con respecto al malondialdehido en eritrocitos, no existieron diferencias entre los

grupos en ningin momento de la evaluacion (Figura 10).

Cambio
respecto al basal

Malondialdehido en plasma

p=ns
n=43

Figura 10: Malondialdehido en plasma
medido por HPLC. Se muestran como
cambio con respecto a los niveles

@ racere  DASales, no se observan una diferencias
Tratados

significativa entre los grupos en ninguno
de los momentos de evaluacién
posteriores a la ACP.

Debido a la falta de concordancia entre ambos marcadores de dafio por estrés

oxidativo, se decidi6 agregar un tercer biomarcador, el cual es utilizado para

determinar el grado de oxidacion proteica por medio de la cuantificaciéon de grupos

carbonilo en plasma. Segin lo observado el comportamiento es similar al que mostré

la medicién de 8-isoprostanos en plasma, existiendo diferencias significativas en el

momento luego de la reperfusiéon y en la muestra tomada a las 6-8 horas luego del

procedimiento.

Cambio
respecto al basal

Oxidacion Proteica
Carbonilos en Plasma

Placebo
Tratados

*p <0,05
n=43

Figura 11: Carbonilos en plasma. Se
muestran como cambio con respecto a los
niveles basales, se observa una diferencia
significativa en el momento de la
reperfusion y a las 6 a 8 horas posteriores a
la ACP. No existieron diferencias en los

otros momentos de evaluacion.

Ademas, para el marcador de inflamacién PCR y para el biomarcador de dafo

miocardico CK-MB no hubo diferencias entre los grupos en ningdn momento de la

evaluacion.
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Discusion

El presente estudio presenta una nueva estrategia contra el dafno por
reperfusion basado en la administracion de altas dosis de ascorbato a pacientes con
IAM sometidos a ACP. Los datos aqui reportados apoyan que esta terapia previene el
deterioro persistente de la FEVI que generalmente se produce en estos pacientes, esto
queda demostrado al analizar el cambio en la funcién ventricular de cada paciente,
observandose una evolucion positiva en el grupo tratado, hecho que no se present6 en
el grupo control. Es de destacar que en la RMC realizada en el dia seis, la funcion
ventricular fue similar en ambos grupos y que las diferencias no se observaron sino
hasta comparar la evoluciéon de cada paciente luego de los tres meses posteriores al
[AM. De forma similar, el cambio en el volumen expulsivo también mostro6 resultados
favorables en el grupo tratado. La relevancia de este resultado radica en el rol
pronostico de la funcién cardiaca en los pacientes que sufren de un IAM. En el 2008
Van der Vleuten et al. demostraron en un estudio con 925 pacientes que una
disminucién del 5% en la FEVI representaba un aumento en el riesgo de mortalidad a
1 aflo de 1,47 veces y de 1,29 veces al plazo de 3 afios. Adicionalmente, en este mismo
estudio se observd que la FEVI puede ser tomada como una medicién representativa
de la via comun de dafio miocardico, siendo incluso mejor predictor que otras
variables, como por ejemplo, biomarcadores del tamafio de infarto (peak maximo CK-
MB) o la clase de Killip.

Segun los resultados obtenidos para la morfologia cardiaca, no existieron
diferencias significativas en el sexto dia, lo que se mantuvo sin cambios hasta los 3
meses de seguimiento. Sin embargo, es destacable la tendencia observada para la
masa ventricular, donde podria interpretarse que de aumentar el tamafio muestral y
el periodo de seguimiento podrian encontrarse diferencias en relacién a la
remodelacion ventricular posterior al IAM. Sin embargo, los datos no son
concluyentes para tomar esta determinacién, siendo necesario ampliar el estudio en
este sentido.

Otro resultado considerable, es que el tratamiento antioxidante dio lugar a una

prevencién de la disfuncién microvascular. Generalmente, cuando se da lugar a una
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disfuncién microvascular severa, que limita la adecuada perfusiéon miocardica, a pesar
de haber sometido al paciente a una ACP exitosa se da origen a un fenémeno
denominado "no-reflujo”. Este es un tipo especifico de dafio vascular, descrito por
Kloner et al. en 1974 [Kloner et al., 1974 & 1980], se produce cuando la correcciéon
completa de la oclusién coronaria no conduce a la restauracion perfusion miocardica
normal. La disfuncién microvascular se ha asociado con un peor resultado clinico
después del IAM [Ito et al., 1996, Wu et al., 1998], remodelacién cardiaca patolégica
[Erlebacher et al 1984, Sutton et al 2000, Lombardo 2012] y un deterioro funcional
del ventriculo [Hombach et al 2005, Choi et al. 2004, Nijveldt et al. 2008, Limalanathan
et al. 2013]. Es sabido que el estrés oxidativo es uno de los principales responsables
de la patogénesis de la disfuncién microvascular después de la reperfusiéon [Garlick et
al 1987, Moens et al 2005]. En este contexto, hay evidencia que sugiere que el
agotamiento de los antioxidantes plasmaticos después del IAM esta fuertemente
asociado con la ocurrencia del fendmeno de no-reflujo[Matsumoto et al 2004]. Por lo
tanto, es posible proponer que el tratamiento antioxidante puede haber tenido un
papel beneficioso en la prevencion de la disfuncién microvascular. Estos resultados
son consistentes con los observados en otros estudios que han sido capaces de
demostrar el beneficio de la suplementaciéon con antioxidantes en la disminucién de la
ocurrencia y la magnitud de la disfuncién microvascular [Mc Nulty 2007, Molyneux
2002, Basili 2010].

Los resultados expuestos proporcionan evidencia de que una infusién de altas
dosis de ascorbato seguido por la suplementacién oral crénica con las vitaminas
antioxidantes C y E es segura y puede potencialmente influir de forma positiva en el
resultado clinico después del IAM. Estudios en otros contextos clinicos ya han
informado de la administraciéon segura de dosis de ascorbato incluso superiores a la
utilizada en la presente investigacion [Padayatti et al., 2010, Duconge et al., 2008,
Stephenson et al., 2013]. Sin embargo, los mecanismos por los que la presente
intervencién prevendria el deterioro persistente de la funciéon ventricular adn no se
han dilucidado por completo. Dentro del analisis de estos resultados, se debe tener en
cuenta que estudios previos realizados con el uso de antioxidantes orales después del

IAM, no han mostrado resultados categéricos en términos de resultados clinicos
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[Yizhou et al., 2013]. Sin embargo, a pesar de que las dosis orales de vitamina Cy E no
protegen el corazon contra peroxinitrito, efectos beneficiosos distintos de sus
capacidades antioxidantes directas han sido observados cuando se administran
después del IAM [De Tullio MC, 2012]. Estos efectos podrian deberse a la modulacion
de la produccién de EROs por parte de ambas vitaminas. Una fuente importante de
EROs es la actividad de la NADPH oxidasa, la cual es regulada negativamente al
administrar vitamina C y E [Bhakuni P, 2006 & Ulker S, 2003]. Ademas, la vitamina C
evitaria la oxidaciéon de la tetrahidrobiopterina, un cofactor de la eNOS que es
altamente sensible a la oxidacién, evitando de este modo el desacoplamiento la eNOS
con la consiguiente generacion de anion superoéxido [Yang Z, 2006].

Con respecto a los distintos biomarcadores medidos, el rol que desempefia el
dafio por isquemia-reperfusion pudo ser aminorado efectivamente por la estrategia
antioxidante, la cual estaba dirigida a producir un aumento importante de la
capacidad antioxidante en la sangre, capacidad que debia ser conseguida, idealmente,
en el momento inmediatamente previo a obtenida la reperfusién coronaria. En este
sentido, los valores del FRAP en el grupo tratado fueron significativamente superiores
a las del control, lo que sugiere una menor vulnerabilidad de los primeros ante una
injuria oxidativa. Esta condicién favorable se mantuvo en menor medida durante al
menos 6 a 8 horas después del inicio de la reperfusiéon, una fase en la que
probablemente debia predominar un estado prooxidante a nivel cardiaco. Sin
embargo, es interesante destacar que a pesar de esta condicién protectora
antioxidante se observé un aumento paradédjico de los niveles plasmaticos de 8-
isoprostanos y de carbonilos en plasma obtenidos después del inicio de la reperfusion.
Este incremento significativo en los niveles de 8-isoprostanos y carbonilos
plasmaticos en el grupo que recibi6 el tratamiento no se encontré asociado a
alteraciones funcionales ni morfolégicas cardiacas. Adicionalmente, tampoco se
observé un mayor grado de inflamacién ni de dafio miocardico, segin lo indicado
respectivamente en los biomarcadores utilizados; CK-MB y PCR. En este sentido, esta
documentado en estudios anteriores el posible efecto prooxidante causado por altas
dosis de ascorbato [Park 2008]. Donde, ademdas de sus propiedades antioxidantes

bien conocidas, dependiendo del entorno y las condiciones en el que la molécula se
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encuentre, el ascorbato también podria actuar como un pro-oxidante [Halliwell,
1990]. Estudios in vitro han mostrado que la administracién conjunta del ion Férrico
(Fe*3) y ascorbato inducen una potente lipoperoxidacion. Cuando el Fe*3 esta presente
en el medio, la vitamina C puede convertir Fe*3 en Fe*2, el que posteriormente es capaz
de reaccionar con el oxigeno o peréxido de hidrégeno, resultando en la formacién de
anion superodxido y/o radicales hidroxilo [Rietjens, 2002]. Es por esto, que los
presentes resultados conducirian a pensar que el efecto beneficioso de la vitamina C
estaria siendo encubierto por la posible interacciéon entre el ascorbato y el fierro
ionico liberado por la muerte celular producto de la isquemia y la movilizacién del
fierro unido a ferritina producto de la reperfusién, con el consiguiente aumento del
pool de fierro 1abil. En resumen, es probable que la intervencién realizada haya tenido
dos efectos, un papel protector sobre el DRM y un efecto prooxidante menor causado
por altas concentraciones de vitamina C plasmaticas y su interacciéon con el fierro
iénico liberado de forma local. Por otro lado, también se observé una falta de
concordancia entre los niveles 8-isoprostanos y malondialdehido plasmaticos, ambos
biomarcadores de lipoperoxidacion. Esto puede deberse a que una proporciéon de la
generacion de malondialdehido requiere la actividad de la ciclooxigenasa 1 o 2 sobre
el acido araquidoénico [Esterbauer H, 1991], a diferencia de la generaciéon de los 8-
isoprostanos los cuales no dependen de las ciclooxigenasas para su
formacién[Morrow JD, 1990, Milne GL, 2011]. En este sentido la dosis de carga con
acido acetil salicilico que reciben los pacientes con IAM tendria la capacidad de
inhibir la actividad cilcooxigenasa, lo que impediria la formacién de malondialdehido,
no asi la de 8-isoprostanos [Sinzinger H, 1989]. Adicionalmente cabe destacar que el
biomarcador mas ampliamente validado con respecto al dafio por estrés oxidativo
corresponde a los 8-isoprostanos, los que ademas tuvieron el mismo comportamiento

temporal que los carbonilos medidos en plasma.

Adicionalmente, llama la atencion que los altos niveles de ascorbato
plasmatico fueron acompafiados por una disminucién en los niveles de GSH en los
eritrocitos luego de 6 a 8 horas después del inicio de la reperfusiéon. Una posible

explicacién para este fendémeno es que la disminucion de los niveles de GSH podria ser
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una consecuencia del “reciclamiento” de ascorbato dependiente de glutation, el cual
tiene la capacidad de regenerar su capacidad antioxidante [Meister, 1994; Winkler et
al,, 1992; Winkler et al., 1994]. Sin embargo, se necesitan estudios para determinar el
mecanismo real detrds del perfil antioxidante observado en los pacientes con altos
niveles de ascorbato plasmatico.

Finalmente, se han descrito efectos anti-inflamatorios que pueden ser
inducidos por la vitamina C y E [Nakamura T 1998 & Mohamed R, 2010]. Uno de los
blancos antiinflamatorios mas importantes corresponderia a la inhibicién de la
actividad transcripcional de NF-KB, el cual es un factor nuclear de suma importancia
para la expresion de genes pro-inflamatorios [Kaileh M, 2010]. Es posible que el
efecto de la dosis masiva de vitamina C intravenosa se extienda mas alla del primer
minuto después de la reperfusion y de su actividad antioxidante directa. Teniendo en
cuenta que la etiologia del proceso de remodelacién tiene una asociacién conocida
con la infiltracién inmune, se podria plantear la hipétesis de que la intervencion
posee un papel inmunomodulador en este nivel. Como la infiltracién inmune
temprana juega un papel clave en la remodelaciéon ventricular tras el 1AM, se han
realizado intentos para inhibir este proceso. Sin embargo, a pesar de los resultados
interesantes en estudios pre-clinicos basados en intervenciones anti-inflamatorias,
protocolos clinicos no han encontrado efectos beneficiosos [Seropian, 2014],
probablemente debido a que estos Ultimos no pudieron atenuar la respuesta inmune
durante las primeras horas después de la reperfusion. En este contexto, el uso de una
dosis masiva de vitamina C podria atenuar la respuesta inmune asociada a al infiltrado
polimorfo nuclear temprano. En apoyo de esta hipotesis, modelos animales indican
que altas dosis de vitamina C intravenosa son capaces de atenuar la actividad de los
neutroéfilos inducida por la sepsis, efectos que también fueron apreciados en
voluntarios sanos [Mohammed, 2013]. Es plausible suponer que la alta concentracién
de ascorbato plasmatico alcanzada previa a la reperfusion podria tener un papel clave

en la activacion de este efecto beneficioso.

En resumen, los resultados actuales apoyan la hip6tesis de que los altos niveles

de ascorbato plasmatico conseguidos previos a la reperfusiéon de pacientes con 1AM
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sometidos a ACP seguido de dosis orales de vitaminas C y E, tendrian un rol
beneficioso sobre la funcién ventricular y se acompaina de mejora del flujo sanguineo
microvascular, ademdas de observarse una tendencia a disminuir la remodelacién
patoldgica del ventriculo. Lo anterior sugiere que la limitacién del estrés oxidativo
estaria involucrado en los mecanismos por los que se producen estos efectos. Siendo
una intervencion farmacolégica de bajo costo, sencilla e inocua y pudiendo ser una
estrategia costo-efectiva para mejorar significativamente el pronoéstico a largo plazo
de los pacientes con IAM y también, eventualmente, reducir la mortalidad y la
morbilidad asociada al IAM. Por otro lado, actualmente no existe ningin estudio en
dafio por isquemia/reperfusion cardiaca que haya utilizado dosis cercanas de
vitamina c a las utilizadas en este ensayo, por lo que no es posible realizar

comparaciones con otros resultados obtenidos a la fecha.

29



62 Pacientes
Elegibles

A 4

f -

54 Aleatorizados

v

Infusién
Placebo

L

v

Infusion
Ascorbato

A 4

43 Sujetos a analisis
bioquimicos.

Y

41 se realizan 1™

RMC.

A 4

33 se realizan 2742

RMC.

8 sujetos excluidos:
4: No autorizan su ingreso al protocolo.
2: Infarto miocardico previo.
2: Killip >2 luego de su admisién.

11 sujetos excluidos del andlisis primario:
6: Flujo TIMI <2 post-ACP
2: Flujo TIMI >1 previo a ACP
3: Mueren luego de ACP.
2 Shock cardiogénico
1 Neumonia Nosocomial.

2 sujetos excluidos del anilisis:
1: No se logra realizar RMC (claustrofobia)
1: No se puede realizar RMC por alteracién de la
funcién renal (VFG < 40ml/min)

8 sujetos excluidos del anilisis:
- 2: Se pierden durante seguimiento.

3: No se realizan RMC por alteracién de la funcién
renal (VFG < 40ml/min)

2: Re-infarto previo a la segunda resonancia.

1: Rechazan continuar en el estudio.

Figura Anexo 1: Diagrama de flujo con resumen de enrolamiento y causas de

exclusion.
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