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Introduccién y Objetivos

La hipertrofia ventricular izquierda (HVI) es un mecanismo de adaptacion del
corazon frente a diferentes tipos de estrés. La HVI progresa con el tiempo
aumentando la incidencia de insuficiencia cardiaca, arritmias malignas,
isquemia miocardica, complicaciones cerebrovasculares y muerte subita. En la
literatura encontramos tratamientos farmacoldgicos que producen regresion de
la HVI, disminuyendo la incidencia de eventos adversos cardiovasculares asi
como la mortalidad en estos pacientes. Por lo tanto, el diagnéstico y el inicio del
tratamiento adecuado son fundamentales.

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre oxidantes y
antioxidantes, en favor de los primeros, que conduce a una ruptura del control y
sefalizacion fisiologica que ejerce el sistema redox. Ha sido implicado en
diversas patologias, entre ellas las enfermedades cardiovasculares como la
HVI. Los objetivos de un biomarcador de estrés oxidativo son el diagnostico de
una patologia asi como ser diana terapéutica en la busqueda de nuevos
tratamientos. Se han propuesto humerosos biomarcadores pero ninguno puede
ser considerado gold standard para medir estrés oxidativo. Recientemente se
ha propuesto el uso de un indicador integral que tiene en cuenta la naturaleza
multifactorial del estrés oxidativo y que se ha denominado OXY-SCORE.

El presente trabajo tiene como objetivo estudiar el estado oxidativo del
paciente con HVI, disefiando y calculando un indicador integral que tenga en

cuenta tanto el dafio oxidativo como el sistema de defensa antioxidante.
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Material y Métodos

Se ha disefiado un estudio observacional, prospectivo, no aleatorizado,
comparativo de dos grupos: pacientes con HVI (grupo HVI, n = 35) y pacientes
sin HVI (grupo control, n = 35). Criterios de inclusion: pacientes mayores de 18
afos ingresados en la planta de Cirugia Cardiovascular del Hospital General
Universitario Gregorio Marafidn pendientes de cirugia programada y cuya
historia clinica incluya un estudio ecocardiografico que indique la existencia o
no de hipertrofia ventricular izquierda. Criterios de exclusion: pacientes que no
cumplan todos los criterios de inclusién descritos anteriormente y/o no firmen el
consentimiento informado. Los pacientes fueron reclutados de forma
consecutiva tras ingresar en el hospital y cada paciente fue incluido en el grupo
control o en el grupo estudio segun el diagnostico de HVI del estudio
ecocardiografico. En cada paciente se realizé la extraccion de una muestra de
sangre venosa para la realizacion del estudio de los marcadores de estrés
oxidativo: biomarcadores plasmaticos de defensa antioxidante (capacidad
antioxidante total, tioles totales, glutation reducido, actividad superéxido
dismutasa y actividad catalasa) y biomarcadores plasmaticos de dafio oxidativo
(carbonilos, malondialdehdo y proteinas tioladas). Las variables anteriormente
descritas permitieron el calculo de los siguientes parametros:
= [ndice de proteinas tioladas (IPT): ratio entre proteinas tioladas/tioles totales.

Posteriormente, se estudié la validez y fiabilidad diagnéstica del IPT como

nuevo biomarcador de estrés oxidativo en pacientes con HVI.
= OXY-SCORE: indicador global de estrés oxidativo plasmético en la

hipertrofia ventricular izquierda.
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Resultados

El andlisis de los biomarcadores prooxidantes plasmaticos (carbonilos,
malondialdehido, proteinas tioladas) no mostrd diferencias estadisticamente
significativas entre los pacientes con HVI y los pacientes sin HVI. El analisis de
los biomarcadores antioxidantes plasmaticos (capacidad antioxidante total,
tioles totales, glutation reducido, actividad superdxido dismutasa y actividad
catalasa) no mostro diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes con HVI y los pacientes sin HVI.

El indice de proteinas tioladas (IPT) presentdé una elevacion
estadisticamente significativa en los pacientes con HVI con respecto a los
pacientes sin HVI, con un area bajo la curva ROC de 0.75 (IC 95%, 0.63-0.86;
p < 0.001), sensibilidad 70.6% y especificidad 68.6%.

El indicador global de estrés oxidativo (OXY-SCORE), calculado a partir de
los biomarcadores individuales (carbonilos, malondialdehido, capacidad
antioxidante total, tioles totales, glutation reducido, actividad superéxido
dismutasa y actividad catalasa), mostré un predominio del dafio oxidativo en los

pacientes con HVI con respecto a los pacientes sin HVI.

Conclusiones

El estudio del estado oxidativo del paciente con HVI ha permitido disefiar y
calcular un indicador integral que tiene en cuenta tanto el dafio oxidativo como
el sistema de defensa antioxidante, mostrando un predominio del dafio
oxidativo. El IPT podria ser un nuevo biomarcador plasmatico en el diagndstico

de la HVI.
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Introduction and Objectives

Left ventricular hypertrophy (LVH) is a mechanism of adaptation of the heart
to different types of stress. LVH progresses over time increasing the incidence
of heart failure, malignant arrhythmias, myocardial ischemia, systolic
dysfunction, sudden death, and cerebrovascular complications. In the literature
we find pharmacological treatments that produce regression of LVH, decreasing
the incidence of cardiovascular adverse events as well as mortality in these
patients. Therefore, diagnosis and the initiation of appropriate treatment are
essential.

Oxidative stress is defined as a situation of global imbalance between pro-
oxidants (harmful) and antioxidants (defense) existing in a biological system, in
favor of the former. He has been implicated in various pathologies, including
cardiovascular diseases such as ventricular hypertrophy. The objectives of a
biomarker of oxidative stress are the diagnosis of the pathology as well as being
the therapeutic target in the search for new treatments of said pathology. Many
indicators have been proposed but none can be considered as gold standard to
measure oxidative stress. Recently, the use of a comprehensive indicator that
takes into account the multifactorial nature of oxidative stress has been
proposed and has been called OXY-SCORE.

The objective of this study is to analyse the oxidative state of the patient with
LVH by designing and calculating an integral indicator that takes into account

both oxidative damage and the antioxidant defense system.
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Material and Methods

An observational, prospective, non-randomized, comparative study of two
groups was designed: patients with LVH (LVH group, n = 35) and patients
without LVH (control group, n = 35). Inclusion criteria: patients older than 18
years admitted to the Cardiovascular Surgery Unit of the Gregorio Marafion
General University Hospital pending scheduled surgery and whose clinical
history includes an echocardiographic study that indicates the existence or not
of left ventricular hypertrophy. Exclusion criteria: patients who do not meet all of
the inclusion criteria described above and/or do not sign informed consent. The
patients were recruited consecutively after entering the hospital and each
patient was included in the control group or study group according to the LVH
diagnosis of the echocardiographic study. In each patient, a venous blood
sample was extracted for the study of oxidative stress markers: plasma
antioxidant defense biomarkers (total antioxidant capacity, total thiols, reduced
glutathione, superoxide dismutase activity and catalase activity) and plasma
biomarkers of oxidative damage (carbonyls, malondialdehyde and thiolated
proteins). The previously described variables allowed the calculation of the
following parameters:

» Thiolated protein index (TPI): ratio between thiolated proteins/total thiols.
Subsequently, the validity and diagnostic reliability of TPl as a new biomarker
of oxidative stress in patients with LVH was studied.

= OXY-SCORE: global indicator of plasma oxidative stress in left ventricular

hypertrophy.
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Results

The analysis of plasma pro-oxidant biomarkers (carbonyls, malondialdehyde,
thiolated proteins) showed no statistically significant differences between
patients with LVH and patients without LVH. The analysis of plasmatic
antioxidant biomarkers (total antioxidant capacity, total thiols, reduced
glutathione, superoxide dismutase activity and catalase activity) did not show
statistically significant differences between patients with LVH and patients
without LVH.

The thiolated protein index (TPI) presented a statistically significant elevation
in patients with LVH compared to patients without LVH, with an area under the
ROC curve of 0.75 (95% CI, 0.63-0.86, p < 0.001), sensitivity 70.6 % and
specificity 68.6%.

The global indicator of oxidative stress (OXY-SCORE), calculated from the
individual biomarkers (carbonyls, malondialdehyde, total antioxidant capacity,
total thiols, reduced glutathione, superoxide dismutase activity and catalase
activity), showed a predominance of oxidative damage in patients with LVH with

respect to patients without LVH.

Conclusions

The study of the oxidative state of the patient with LVH has allowed the
design and calculation of a comprehensive indicator that takes into account
both oxidative damage and the antioxidant defense system, showing a
predominance of oxidative damage. TPI could be a new plasma biomarker in

the diagnosis of LVH.
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1.1 EIl contexto clinico

1.1.1 Definicion y prevalencia de la hipertrofia cardiaca

La hipertrofia ventricular izquierda (HVI) es un mecanismo de adaptacion del
corazén frente a diferentes tipos de estrés que se caracteriza por el aumento
del grosor de sus paredes. En principio, su finalidad es mantener la tension de
pared debido a que, en virtud de la Ley de Laplace-Young (Figura 1), la tensién
parietal es igual al producto de la presion intraventricular por el radio de la

cavidad dividido por el doble del espesor de la pared.

Pxr

Tension parietal = ——
P 2e

Figura 1. La ley de Laplace-Young establece que la tension parietal es
proporcional de modo directo a la presién transmural (P) y al radio de la
cavidad (r) e inversamente proporcional al espesor de la pared (e).

La HVI aparece en distintas formas de patologia cardiovascular, entre las
que destaca la hipertension arterial (HTA) y, en un segundo plano, la
cardiopatia isquémica, la insuficiencia cardiaca y las valvulopatias cardiacas.

La prevalencia de la HVI en pacientes con HTA varia significativamente en
funcion del método diagnéstico que se utilice’™. En estudios de pacientes
hipertensos, la prevalencia de HVI diagnosticada mediante electrocardiografia
varfa consistentemente (0.6-40%) con un promedio de 18%?3. Sin embargo, en
pacientes a los que se les realiza un ecocardiograma, la prevalencia varia del
36% (criterios mas conservadores) al 41% (criterios menos conservadores)®.

Se estima que la prevalencia de la HVI puede superar el 90% en pacientes con
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HTA grave o maligna sostenida®® frente al 10% en pacientes con HTA maligna
de nueva aparicién o preeclampsia®’.

Algunos estudios han demostrado que, en pacientes hipertensos, la
obesidad aumenta la prevalencia de HVI de 1,5 a 2 veces®®. En otro estudio,
Schmieder et al.®, concluyeron que la obesidad per se esta asociada con una
mayor masa del ventriculo izquierdo (VI), particularmente con el patrén
excéntrico de HVI. La prevalencia de HVI en formas secundarias de HTA por
enfermedad renal o endocrinolégica es similar a la HTA esencial***?.

Otro estudio de Schmieder et al.™® concluye que, en pacientes con HTA, el
consumo de sal en la dieta, la presion arterial y la obesidad han resultado ser
determinantes fuertes e independientes de HVI.

Aunque algunos autores apuntan que el sexo masculino influye en la masa
del VI*, Kupari et al.” encontraron que las diferencias halladas entre ambos

sexos desaparecen cuando en el andlisis estadistico se incluyen las diferentes

caracteristicas hemodinamicas, de estilo de vida y de laboratorio.

1.1.2 Fisiopatologia de la hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca es una respuesta adaptativa que desarrolla el
cardiomiocito, caracterizada por el incremento de su tamafio ante un aumento
de trabajo al que es expuesto. En una primera fase de compensacion, este
mecanismo adaptativo permite al corazon ajustar la masa cardiaca a la carga
hemodinamica y normalizar el consumo de oxigeno®®. Aunque inicialmente se
consigue normalizar el estrés parietal, los cambios de los componentes del
miocardio no son balanceados y finalmente se desemboca en una segunda
fase de descompensacion. En esta segunda fase, existe una desigualdad

patolégica entre cardiomiocitos y matriz extracelular. Ademas, la
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microcirculacion coronaria no aumenta de forma proporcional a la hipertrofia
celular, produciéndose fendmenos de isquemia-reperfusion y apoptosis de
cardiomiocitos. Los cambios en el metabolismo extracelular y la fibrosis pueden
ser los factores que establezcan la diferencia entre la fase compensadora y la
HVI patolégica®’. En el caso de la cardiopatia hipertensiva, la intensidad de la
fibrosis ha sido relacionada con disfuncién diastélica® y sistélica®, disminucion

de la reserva coronaria® y arritmias ventriculares™.

. Tipos de hipertrofia cardiaca

Las caracteristicas del estimulo que modifica la carga de trabajo del VI son
importantes ya que modulan el tipo de respuesta estructural (Figura 2). Se han
descrito dos tipos de estimulos: la postcarga o sobrecarga de presion, reflejada
en el estrés parietal fundamentalmente sistdlico, y la precarga o sobrecarga de
volumen, representada en el estrés parietal fundamentalmente diastdlico®.
Todo ello condiciona que existan dos tipos de HVI:

- HVI concéntrica: el estimulo es una sobrecarga de presion y produce un
crecimiento del cardiomiocito en su anchura. Su prevalencia en pacientes
con HTA diagnosticada por ecocardiografia oscila entre 17.3-19.3%".

- HVI excéntrica: el estimulo es una sobrecarga de volumen y tendremos
un crecimiento del cardiomiocito en longitud. Su prevalencia en pacientes

con HTA diagnosticada por ecocardiografia oscila entre 23.7-27.1%".
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Sobrecarga de PRESION
(p.ej. HTA)

Estrés parietal sistélico

M grosor de cardiomiocitos

HVI CONCENTRICA
- ‘M espesor parietal

Cardiomiocito Sobrecarga de VOLUMEN
(p.€j. valvulopatia)

Estrés parietal diastdlico

{
M longitud de cardiomiocitos
Ventriculo HVI EXCENTRICA
izquierdo _ A de la cavidad

Figura 2. Esquema de los principales patrones de hipertrofia ventricular izquierda
segun el tipo de estimulo. La sobrecarga de presion produce un aumento del tamafio
de los cardiomiocitos predominantemente en el grosor, dando lugar a una HVI
concéntrica. La sobrecarga de volumen produce un aumento del tamafio de los
cardiomiocitos predominantemente en longitud, originando una HVI excéntrica.

" Factores en la hipertrofia cardiaca

Los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes a la HVI han sido objeto de
numerosos estudios centrados en tres factores principales:

— Factores hemodinamicos

— Factores genéticos

— Factores neuroendocrinos: activacion del sistema nervioso simpatico y

regulacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA).

Los factores hemodinamicos incluyen el aumento de la presion arterial, el
estrés de la pared, la precarga y la rigidez arterial. La masa del VI y el grosor
relativo de la pared estan mas relacionados con la presién arterial ambulatoria
de 24 horas que con la presién arterial puntual®*?3. La masa del VI se ha

relacionado mas estrechamente con la presion arterial sistdlica que con la
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diastélica®***?. La rigidez de las arterias de gran calibre aumenta la velocidad

24-27 28,29

de la onda de pulso y la viscosidad sanguinea“™“”, constituyendo nuevos
factores hemodinamicos que pueden modificar la HVI en pacientes con HTA.
Los factores genéticos son aquellos responsables de que el desarrollo de la
HVI no sea igual en individuos que comparten alteraciones hemodinamicas y
neuroendocrinas. Ravogli et al.*® encontraron una mayor masa del VI en
personas normotensas descendientes de padres hipertensos. Otros estudios

que hablan de un posible factor genético incluyen estudios de gemelos®®3!

y
estudios que comparan a pacientes hipertensos de raza blanca y negra. Estos
altimos concluyen que la mayor incidencia de HVI encontrada en pacientes de
raza negra es paralela a la mayor frecuencia y gravedad de HTA en la raza
negra®*®, lo que sugiere que la raza per se no es un factor determinante de la
HVI.

Por ultimo, sobre los factores neuroendocrinos, la evidencia se centra en la
activacion del sistema nervioso simpatico y la regulacion del SRAA. Algunos
autores han desarrollado experimentos en los que la administraciéon de
catecolaminas in vivo indujo HVI***. Sin embargo, en otro estudio la
administracion in vitro no indujo hipertrofia de células miocardicas adultas®®.
Esto sugiere que es imprescindible un aumento de la actividad del sistema
nervioso simpatico central a nivel neurogénico para producir HVI, siendo
necesarios mas estudios para dilucidar los factores que contribuyen a ello.
Sobre el SRAA, existe evidencia sobre los efectos cardiotréficos de la

3738 asi como su

angiotensina Il en cultivos celulares y modelos animales
relacion con el espesor de la pared del VI o la masa del VI en seres

humanos®>*°. En definitiva, existe evidencia de que la supresién inadecuada de
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la angiotensina Il o la hiperrespuesta a la angiotensina Il modulan cambios
estructurales del VI. La aldosterona también ha sido sefalada como
responsable en los cambios en la adaptacion del VI ante un aumento de
presion. Se ha descrito que niveles elevados de aldosterona inducen una

4142 asi como un aumento de

respuesta del tejido fibroso en ambos ventriculos
masa del VI y una disminucién de la funcién sistolica del VI en pacientes
hipertensos*®. Por lo tanto, el SRAA influye tanto en el remodelado estructural

como en el funcionamiento cardiaco.

1.1.3 Diagnostico de la hipertrofia cardiaca
Actualmente tenemos numerosas herramientas para evaluar la HVI con

diferente coste, disponibilidad, sensibilidad y especificidad (Tabla 1).

Tabla 1. Principales caracteristicas de los métodos diagnésticos de la hipertrofia ventricular
izquierda.

Bajo coste

Ventajas Inconvenientes
ECG Alta disponibilidad Bajasensibilidad
Bajo coste Multiples criterios diagnosticos
NT-proBNP Alta disponibilidad Escasaevidencia

No validado

Alta sensibilidad

Ecocardiograma Alta especificidad

Limitado por ventana acUsticay equipos técnicos
Reproducibilidad

Alta sensibilidad
Alta especificidad
Precision elevada
Reproducihle

RMC

Coste elevado

Interferencia respiracion

Riesgo en pacientes con dispositivos
ferromagnéticos o claustrofobicos

ECG: electrocardiografia; NT-proBNP: propéptido natriurético cerebral N-terminal; RMC:
resonancia magnética cardiaca.

En la practica clinica, la electrocardiografia (ECG) es el procedimiento méas
utilizado, a pesar de su baja sensibilidad, por ser facil de realizar, estar
ampliamente disponible y ser de bajo coste. Disponemos de numerosos

criterios para el diagnéstico de la HVI (Tabla 2), cada uno con distinta
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Tabla 2. Principales criterios diagnésticos de hipertrofia ventricular izquierda por
electrocardiografia

Criterios de Cornell Varones:S en V3 +RenaVL>28 mm

(voltaje) Mujeres:S en V3 + Ren aVL> 20 mm

Criterios de Cornell Sen V3 + Ren aVL (+8 en mujeres) x duracién del QRS > 2440
(producto de voltaje) mm x ms

Criterios de Sokolow-Lyon SenV1+RenV50V6>3,5mV

(voltaje) RenaVlL>1,1mV

Criterios de Rombhilt-Estes Puntuacion 2 5 diagnostica HVI

(sistemade puntuacién) Puntuacion = 4 hace “probable” la HVI

- Criterios de voltaje (3 puntos):

Amplitud de S o R en la derivacion de las extremidades = 20
mm,SenV1oV22z30mm,Ren V5o0V6 230 mm, o cambios
en ST-T.

- Alteraciones de la auricula izquierda (3 puntos):
Negativizacionterminalde Pen V1= 1mmy = 0.04s,

- Desviacion del eje a la izquierda (2 puntos):

Eje QRS de -30° 0 mas.

- Prolongaciondel QRS (1 punto):

Duracidonde QRS2 0.09s

-Deflexion intrinsecoide en V5 o V6 (1 punto):
20.05senV50V6

sensibilidad y especificidad**. La sensibilidad del ECG oscila entre el 7% vy el
35% para la HVI leve y entre el 30% y el 60% para la HVI moderada-grave. En
pacientes con HVI grave, la especificidad del ECG es elevada (80-90%)*.

Andrade et al.*®

analizaron la utilidad del propéptido natriurético cerebral N-
terminal (NT-proBNP) en la identificacién de la HVI frente al ECG mediante los
criterios clasicos de Cornell y/o Sokolow-Lyon. Estos autores defienden el uso
del NT-proBNP en la seleccion de los pacientes candidatos a la realizacion de
un estudio ecocardiogréafico. Sin embargo, otros estudios son contradictorios y
no han encontrado evidencia suficiente para recomendar el NT-proBNP en el
cribado de HVI*"*8,

En cuanto a las pruebas de imagen, la ecocardiografia y la resonancia

magnética cardiaca (RMC) son las mas utilizadas para evaluar la HVI.
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. Ecocardiografia

El método mas utilizado para evaluar la masa del VI es mediante el modo M,
aunque también disponemos de la ecocardiografia bidimensional (2D) y
tridimensional (3D). Todas las mediciones deben realizarse al final de la
diastole (antes del cierre de la valvula mitral o la fase del ciclo cardiaco en el
que el volumen del ventriculo es mayor). Usando el modo M o la
ecocardiografia 2D dependemos de formulas geométricas para calcular el
volumen del miocardio del VI, asumiendo de esta manera que el VI es un
elipsoide con una relacion eje largo/corto 2:1 y distribucion simétrica de la
hipertrofia (Figura 3). Esto puede conducir a errores en caso de que exista una
distorsién de la forma del ventriculo izquierdo. Sin embargo, la ecocardiografia
3D puede medir el volumen del VI directamente. Finalmente, se convierte el
volumen en masa multiplicando el volumen de miocardio por la densidad del

miocardio (aproximadamente 1,05 g/ml)*°.

Método lineal

v/ Répido, validado y ampliamente utilizado.

v/ Valor pronéstico demostrado

v’ Preciso en ventriculos con forma normal
(p.€j. HTA, estenosis adrtica)

4 (Y 3
Volume = 7T (3-) { = Volume=1.05(

] Masa VI (g) = 0.8 x 1.4 x [(IVS + LVID + PWT)3- LVID3] + 0.6 g

Figura 3. Célculo de la masa del ventriculo izquierdo segin el método lineal
(adaptado de Lang et al.*”® y Armstrong et al.so). IVS: septo interventricular; LVID:
diametro interno del ventriculo izquierdo; PWT: espesor de pared inferolateral.



Las principales limitaciones de esta técnica son la ventana acustica y la
experiencia de la persona que realiza la prueba. Es fundamental la correcta
identificacién de las interfases sangre-endocardio y epicardio-pericardio®™. La
ecocardiografia 3D mejora la precision y la reproducibilidad, pero depende mucho
de los equipos, las condiciones técnicas y la calidad de la ventana actstica® 2.

La ecocardiografia es una prueba de imagen menos costosa que la RMC y en
la practica tiene versatilidad, aceptabilidad y disponibilidad superiores a la RMC.
Por ello, sigue siendo de eleccion en la clinica y asi lo respalda la American Heart

Association en su Ultima declaracion sobre la evaluacion de riesgo

cardiovascular®.

. Resonancia magnética cardiaca

La RMC proporciona un conjunto de datos tridimensionales definidos en
multiples niveles por lo que no precisa férmulas geométricas para calcular el
volumen del miocéardico. Por convencion, la masa del VI se mide al final de la
diastole y, al igual que en la ecocardiografia, es el producto del volumen y la
densidad del miocardio. La RMC es un método mas preciso, mas reproducible y
presenta menos variabilidad que el modo M y la ecocardiografia 2D>**°. Esta
precision y reproducibilidad tiene implicaciones importantes en el campo de la
investigacion ya que se pueden usar tamafios de muestra mas pequefos para
detectar diferencias en la masa del VI. Asi mismo, usando un mismo tamarfio de
muestra se pueden identificar cambios o diferencias mas pequefias®.

Sin embargo, la RMC presenta limitaciones no despreciables en la practica
clinica como el coste elevado, el empleo de mayor tiempo para adquirir y analizar
datos, la interferencia con la respiracion, los riesgos asociados a pacientes

portadores de dispositivos ferromagnéticos e incompatibilidad en pacientes
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claustrofobicos. Por ello, las directrices de las sociedades cientificas limitan las

indicaciones de esta técnica a situaciones clinicas especificas®®.

. Masa del ventriculo izquierdo indexada y grosor parietal relativo

La ecocardiografia y la RMC son las técnicas de imagen mas utilizadas para
evaluar la masa del miocardio. La cuantificacion exacta de las dimensiones
cardiacas es fundamental para separar la normalidad de los estados patolégicos®”.
El tamarfio del corazon aumenta con el tamafio del cuerpo. Se han sugerido varios
métodos para indexar la masa del VI a medidas antropométricas, generalmente
basadas en la altura y/o el peso. Actualmente, se recomienda que las mediciones
de la cAmara cardiaca sean indexadas al area de superficie corporal (ASC)*.

El aumento de la masa de VI es la expresibn mas importante de la
remodelacion cardiaca y esta directamente relacionado con complicaciones
cardiovasculares. Sin embargo, se desconoce el punto exacto en el que el
aumento de masa miocardica deja de ser un proceso adaptativo y se convierte en
un estado patologico. Las ultimas Guias de Préactica Clinica de la American
Society of Echocardiography y la European Association of Cardiovascular
Imaging establecen los limites de referencia de la masa normal del VI mediante
mediciones lineales (modo M) en 95 g/m? en mujeres y 115 g/m? en hombres.
Los limites de referencia de la masa normal del VI mediante ecocardiografia 2D
son 88 g/m? en mujeres y 102 g/m? en hombres (Tabla 3). En cuando a la
ecocardiografia 3D se han publicado en la literatura limites de masa del VI,

pero son insuficientes para recomendar valores de referencia®.
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TabI%S. Rangos normales y de gravedad para la masa del ventriculo izquierdo (adaptado de Lang
etal.™).

Mujer Hombre
Normal HVI HVI HVI Normal HVI HVI HVI
leve moderada | grave leve moderada grave

Meétodo lineal

Masa VI (g) 67-162 | 163-186 | 187-210 | =210 | 88-224 | 225-258 | 259-292 >292

Masa VI/ASC (g/m?) 43-95 96-108 | 109-121 | =121 | 49-115 | 116-131 132-148 >148

Metodo 2D

Masa VI (g) 66-150 | 151-171 | 172-193 | =193 | 96-200 | 201-227 | 228-254 >254

Masa VI/ASC (g/m?) 44-88 89-100 101-112 =112 | 50-102 | 103-116 117-130 >130

HVI: hipertrofia ventricular izquierda; VI: ventriculo izquierdo; ASC: area de superficie corporal.

Ademas de la masa de VI, el célculo del grosor parietal relativo (GPR)
(Figura 4) permite relacionar el tamafio de la pared posterior y el del VI. Este
parametro nos permite etiguetar un aumento de la masa del VI como
conceéntrico (GPR>0.42) o excéntrico (GPR<0.42). Si la masa del VI es normal

y GPR esta aumentado podemos hablar de remodelado concéntrico (Figura 5).

2 x Espesor de pared posterior

Grosor parietal relativo = Diametro interno del VI al final de la diastole

Figura 4. Férmula del grosor parietal relativo o cociente de masa respecto a volumen.

1.1.4 Repercusion clinicay pronostico de la hipertrofia cardiaca

Las Ultimas guias de practica clinica de sociedades americanas como la
American Heart Association reconocen que la HVI es un dafio de érgano diana
que influye en el pronostico de los pacientes hipertensos. Sin embargo, los
algoritmos de tratamiento de la hipertension siguen sin incorporar la HVI o la masa
del VI en la toma de decisiones en la practica clinica®®.

Desde una perspectiva mas amplia, la HVI ha demostrado ser un factor de

riesgo de morbimortalidad cardiovascular fuerte e independiente de la presion
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Figura 5. Patrones de geometria ventricular en funcién de la masa del
ventriculo izquierdo indexada y el grosor parietal relativo (adaptado de
Lang et al.*).

arterial. Levy et al.>® realizaron un andlisis del Framingham Heart Study
afirmando que la masa del VI es un predictor de muerte por cualquier causa,
muerte de causa cardiaca y patologia coronaria en adultos mayores de 40

afios. Por otra parte, Koren et al.*°

realizaron un seguimiento durante 10 afios a
pacientes con HTA esencial e HVI y a pacientes con HTA esencial sin HVI,
hallando una incidencia mas alta de eventos cardiovasculares en el primer
grupo. En un estudio de Cooper et al.®* la masa del VI destacé como factor
pronéstico independiente de la fraccién de eyeccion y de la patologia coronaria,
siendo el espesor del tabigue ventricular y la pared posterior los factores mas
predictivos de mal prondstico. La tasa de supervivencia es menor en pacientes

con enfermedad coronaria e HVI en comparacién con aquellos sin HVI®%

|.63

Verdecchia et a publican que, en pacientes aparentemente sanos con

hipertension esencial, la HVI diagnosticada por ECG o ecocardiografia supone
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un riesgo de accidentes cerebrovasculares y ataques isquémicos transitorios
independientemente de la presion arterial y otros factores de riesgo
individuales. M&s recientemente, Bang et al.®* describen cémo la HVI
diagnosticada por ECG se asocia con un aumento de la morbilidad
cardiovascular y la mortalidad en pacientes con HTA, independientemente del
tipo de tratamiento antihipertensivo y de los factores de riesgo cardiovascular.

Cabe pensar que la masa del VI refleja de forma integral las consecuencias
del aumento de carga hemodinamica y la fisiopatologia cardiaca de forma que
la hipertrofia predispone a sufrir complicaciones cardiovasculares.

El prondstico de nuestros pacientes puede ser distinto si la hipertrofia
cardiaca es concéntrica 0 excéntrica. En personas con HTA primaria, se ha
descrito que los pacientes hipertensos con HVI concéntrica presentan una
mayor incidencia de eventos cardiovasculares que los pacientes hipertensos
con HVI excéntrica®®®. Siguiendo esta misma linea, se ha descrito que en
pacientes ancianos con HTA e HVI concéntrica la incidencia de eventos
coronarios es mayor que en aquellos con HTA e HVI excéntrica®. En
consecuencia, tanto el aumento de la masa del VI como la geometria del
mismo son de gran importancia para el prondstico cardiovascular en pacientes
hipertensos.

La evidencia no se limita al aumento de masa del VI y crecen los estudios
sobre las repercusiones de la reversion de la HVI. Varios estudios prospectivos
sefialan que esta reversion es determinante en la reduccion del aumento de
riesgo cardiovascular de los pacientes®”"°. Yurenev et al.®’ concluyen que, en
pacientes en tratamiento antihipertensivo, la ausencia de disminucion de la

masa del VI se asocié con una mayor incidencia de eventos adversos. En otro
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estudio, Muiesan et al.®®

observaron gue la regresiéon de la HVI se asocid a una
reduccion de eventos cardiovasculares y que los pacientes en tratamiento
antihipertensivo que no presentaban reduccion o incluso presentaban aumento
de la HVI estaban sujetos a un peor pronoéstico. En esta misma linea,
Verdecchia et al.®® encontraron que una reduccién en la masa del VI durante el
tratamiento antihipertensivo es un marcador prondstico favorable que predice
un menor riesgo de eventos adversos cardiovasculares. Esta asociacion fue
independiente de la masa del VI basal, de la presion arterial basal y del grado

1.”° describen

de reduccién de la presion arterial. Mas recientemente, Koren et a
qgue la reducciéon de la masa del VI durante el tratamiento antihipertensivo se
asocia con una disminucién de las complicaciones asociadas a la HTA.
Adicionalmente, sugieren que el desarrollo de HVI o la regresion de la HVI
durante el tratamiento antihipertensivo pueden estar mas estrechamente
relacionados con el prondstico que los cambios en la presion arterial.

En esta dltima linea, existe evidencia creciente de que la regresion de la HVI

.72 5 ecocardiograficamente”® esta asociada con una

electrocardiograficamente
disminucién de la morbilidad y la mortalidad independientemente de otros
factores de riesgo. Esto ha sido respaldado por el ensayo HOPE (Heart
Outcomes Prevention Evaluation)’* que concluyé que la regresién de la HVI en
ECG es independiente a la reduccion de la presion arterial y estos cambios se
asociaron con un menor riesgo de muerte, infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular e insuficiencia cardiaca congestiva. En el estudio LIFE
(Losartan Intervention For Endpoint Reduction in Hipertension)’*" se

incluyeron 9193 pacientes con HVI por ECG, de los cuales se seleccionaron

941 para medir su masa del VI por ecocardiografia. La regresion de la HVI
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tanto por ECG como por criterios ecocardiograficos se correlacioné
significativamente con la reduccion en la incidencia de muerte cardiovascular,
infartos de miocardio y accidentes cerebrovasculares. Esta correlacion fue
independiente del tipo de tratamiento antihipertensivo (atenolol o losartan) y de
la reduccién de la presion arterial.

Otros estudios han demostrado que la regresion de HVI se asocia con un
nimero reducido de latidos prematuros ventriculares’®, disminucién de la
vulnerabilidad a la fibrilacién ventricular inducible’” y una menor hospitalizacion
por insuficiencia cardiaca en pacientes hipertensos’®.

En 2010, Pierdomenico et al.”®

presenta su metandlisis sobre la reduccién
del riesgo cardiovascular en pacientes hipertensos con HVI, comparando la
regresion ecocardiogréafica de la HVI con la persistencia de HVI/desarrollo de
HVI. Los resultados muestran que la regresion ecocardiogréfica de la HVI en
pacientes con HTA se asocia con una reduccion de eventos cardiovasculares.
La regresion de la HVI podria reducir el riesgo de eventos cardiovasculares
al mejorar la reserva de flujo coronario, reducir la incidencia de arritmias
cardiacas y revertir la disfuncion sistélica y diastolica. La HVI podria ser un
marcador de exposicién prolongada a factores no hemodindmicas implicados
en procesos aterogénicos. Por ello, la regresion de la HVI podria asociarse a
una disminucion de estos factores y una menor progresion o regresion de la
aterosclerosis, lo que explicaria la disminucion de los eventos no solo
cardiacos sino también cerebrovasculares. Por ello, la HVI es un dafo de
6rgano que debemos diagnosticar en pacientes hipertensos®. Asi mismo, la

regresion de la HVI debe ser un objetivo a perseguir y que debemos

monitorizar en nuestros pacientes (Tabla 4).

38



Tabla 4. Sensibilidad para detectar cambios inducidos por el
tratamiento, tiempo de cambio y valor prondstico del cambio
(adaptado de Mancia et al.*).

Sensibilidad | Tiempo hasta I L
mplicaciones
para detectar observar ronosticas
cambios cambios P
. Moderada .
ECG Baja (>6 meses) Si
Ecocardiograma Moderada T el Si
(> 6 meses)
Moderada Ausencia de
RMC = (> 6 meses) estudios

ECG: electrocardiografia; RMC: resonancia magnética cardiaca.

1.1.5 Opciones terapéuticas en la actualidad

La respuesta del corazén ante los estimulos que modifican la carga de
trabajo del VI depende de diversos factores hemodindmicos y no
hemodindmicos que contribuyen al aumento de masa del VI. La HVI aparece
en distintas formas de patologia cardiovascular, entre las que destaca la HTA.

Por ello, es razonable pensar que los pacientes hipertensos se puedan
beneficiar de multiples intervenciones y de varios agentes antihipertensivos que

actuen en diferentes frentes del proceso de adaptacion cardiaca (Figura 6).

. Intervenciones no farmacolégicas

Se ha demostrado que varias intervenciones no farmacologicas reducen la
presion arterial y con ello el aumento de carga de trabajo del VI.

Varios estudios de MacMahon et al.®*®? demuestran que la pérdida de peso
en pacientes obesos hipertensos disminuye la presion arterial y se asocia con
una reduccion de la masa del VI independientemente de los cambios en la
presion arterial. En un subgrupo de pacientes con obesidad leve e hipertension,
estos autores observaron que se produce una mayor disminucion en la masa

del VI por la pérdida de peso que por el tratamiento con B-bloqueantes.
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Condicionantes externos
Alimentacidn - Obesidad
Consumo de sal
Consumo de alcohol

Medidas
higiénico-dietéticas

Factores genéticos

Factores hemodinamicos »
A Presion arterial Intervencion
‘M Estrésde pared farmacologica
‘M Precarga

‘ Rigidez arterial

Factores neuroendocrinos
Sistema nervioso simpatico
Sistema renina angiotensina
aldosterona

Figura 6. Abordaje de la hipertrofia ventricular izquierda mediante intervenciones no
farmacoldgicas y farmacoldgicas.

El estudio prospectivo TOMHS (The Treatment of Mild Hypertension Study)®®
concluye que, en la hipertension leve, la reducciéon del peso y la limitacion del
consumo de sal son tan efectivas para disminuir la masa del VI como la
combinacion de medidas higiénico-dietéticas con dosis bajas de monoterapia
antihipertensiva.

Un analisis de la cohorte del Framingham Heart Study sobre la ingesta de
alcohol y la masa del VI determina que el consumo de alcohol se asocia de

forma independiente con la masa del VI®*

. A falta de estudios prospectivos, la
restriccion del consumo de alcohol debe incorporarse a las medidas higiénico-

dietéticas encaminadas a reducir la hipertrofia.

. Intervenciones farmacologicas

Se han publicado numerosos metanalisis que analizan la capacidad de
distintos farmacos antihipertensivos en la reversion de la HVI. Los ensayos
clinicos, a diferencia de los metandlisis, obtienen con mayor facilidad

resultados que sostienen qué agente antihipertensivo tiene mayor efecto sobre
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la reduccion de la HVI. Sin embargo, el metanalisis es de utilidad debido a que
aumenta el poder estadistico, resuelve dudas cuando difieren los resultados
entre estudios y mejora la estimacion de la magnitud del efecto. No obstante,
las principales desventajas son el sesgo de publicacion y la heterogeneidad de
los estudios, por lo que los resultados deben interpretarse con precaucion.

En 1992, Cruickshank et al.®®> presentan el primer metanalisis con 104
estudios y 2107 pacientes, analizando la reversion de la HVI mediante
ecocardiografia en pacientes tratados de cuatro formas distintas: terapia de
combinacion, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA), B-
bloqueantes y antagonistas del calcio (principalmente dihidropiridinas). Los
resultados de todos los tratamientos farmacologicos difirieron significativamente
del placebo, lo que sugiere un efecto global del tratamiento antihipertensivo
sobre la reduccion de la masa del VI. Las dos primeras terapias fueron
significativamente mas efectivas que las dos ultimas en la disminucién de la
masa del VI, independientemente de la duracion del tratamiento y del grado de
disminucién de la presion arterial.

En ese mismo afio, Dahlof et al.?® reunieron 109 estudios y 2357 pacientes
gue sugerian que el tratamiento antihipertensivo es eficaz para reducir la masa
del VI con una reduccion en paralelo de la presion arterial media. De las
diferentes clases de farmacos, este metaanalisis muestra que los IECA, los B-
bloqueantes y los antagonistas del calcio reducen la masa del VI disminuyendo
el grosor de la pared, siendo este efecto mas pronunciado con los IECA. Sin
embargo, los diuréticos reducen la masa del VI principalmente a través de una

disminucion en el diametro del ventriculo izquierdo.
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En 1996, Schmieder et al.®” incluyeron exclusivamente ensayos clinicos
controlados, aleatorizados, doble ciego y con disefio de grupos en paralelo. De
471 estudios hallados en la literatura, Unicamente 39 ensayos clinicos cumplian
sus criterios de inclusion. En este primer metanalisis, la disminucion de la
presion arterial, la duraciéon del tratamiento farmacolégico y la clase de
farmacos surgieron como factores independientes para la reduccion de la masa
del VI. Los IECA parecian ser mas potentes que los [B-bloqueantes y los
diuréticos en la reduccibn de la masa del ventriculo izquierdo, no
encontrandose diferencias significativas entre IECA y antagonistas del calcio.
Dos afilos mas tarde, estos autores publican una actualizacién afiadiendo 11
nuevos estudios®. Los resultados reiteraron la superioridad de los IECA y
antagonistas del calcio frente a los B-bloqueantes y diuréticos en la reduccién
de la masa del VI.

En 1998, Jennings y Wong®® realizan otra revisién en la que, pese a que la
calidad de los estudios habia mejorado, seguian destacando la existencia de
tamafios muestrales pequerios y disefios de calidad mejorable. La clasificacion
general segun los efectos de cada tratamiento, de mayor a menor, sobre la
regresion de la HVI fue: antagonistas del calcio, IECA, diuréticos,
alfabloqueantes, B-bloqueantes y cambios en el estilo de vida.

En 2003, Klingbeil et al.®® presentan una nueva revisién con 80 ensayos
clinicos controlados, aleatorizados y doble ciego. En ella se describe una
diferencia significativa en la disminucion de la masa del VI entre las clases de
farmacos antihipertensivos. En orden decreciente, se concluye que la
clasificacion segun los efectos fue: antagonistas del receptor de angiotensina Il

(ARA 1), antagonistas del calcio, IECA, diuréticos y B-bloqueantes.
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En 2009, Fagard et al.”* publican un nuevo metandlisis en el que incluyen 75
publicaciones y realizan comparaciones por parejas de las clases de farmacos
antihipertensivos. Concluyen que la regresion de la masa del VI fue
significativamente menor con B-blogueantes que con ARA Il, pero el resto de
comparaciones por parejas no revelaron diferencias significativas.

Aunque sus conclusiones presentan algunas diferencias, todos los
metanalisis coinciden en que la regresion de la HVI es mayor con IECA/ARA I
y menor con B-bloqueantes. Sobre esta base, surgen las recomendaciones del
documento de consenso de expertos sobre la HTA que aconsejan el uso de
IECA o ARA Il en pacientes hipertensos con HVI®?. Sin embargo, la mayoria de
estudios que analizaban la regresion de la HVI se realizaron con atenolol como
tratamiento de primera linea, no con B-bloqueantes B;-selectivos (metroprolol,
bisoprolol, nebivolol, esmolol).

9394 'y clinicos®™ sugieren que los B-

Estudios recientes experimentales
bloqueantes B;-selectivos reducen la masa del VI y podrian tener mayor efecto
gue otros agentes antihipertensivos. En 2017, partiendo de esta hipétesis, Xing

et al.%®

publican un metanalisis cuyo objetivo es comparar la eficacia de los -
bloqueantes (1-selectivos con cuatro farmacos antihipertensivos en la regresion
de la HVI. Se incluyeron un total de 41 ensayos controlados, aleatorizados, y
fueron analizados por primera y Unica vez mediante el método bayesiano. Se
estimo que los B-bloqueantes [Bi-selectivos tenian un 72% de posibilidades de
ser mejores para la regresion de la HVI, aunque no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los [B-bloqueantes [(i-selectivos y los

IECA/ARA Il. La evidencia clinica fue insuficiente considerando el limitado

numero de estudios.

43



En resumen, se necesitan mas estudios con [B-bloqueantes [i-selectivos
para descubrir si reducen la masa del VI en mayor medida que otros agentes
antihipertensivos. Asi mismo, se necesitan estudios que determinen cual es el
impacto de las capacidades de regresion de la HVI de B-bloqueantes [:-

selectivos, IECA o ARA 1l sobre el prondstico de los pacientes.

1.2 Estrés oxidativo y respuesta hipertréfica

1.2.1 Definicidon

El concepto de estrés oxidativo fue definido en 1985 por Helmut Sies como
la condicién de desequilibrio global de un sistema biolégico existente entre la
accion de prooxidantes y la accion de sistemas de defensa antioxidantes
prevaleciendo la accién de los primeros®” (Figura 7). Sin embargo, desde
entonces han surgido nuevas evidencias que apuntan a que, en condiciones
fisiol6gicas normales, los prooxidantes o especies reactivas actuan como
moléculas de sefializacién, por lo que no son moléculas exclusivamente
toxicas. Ademas, los eventos de sefializacién y control individuales ocurren a
través de vias redox discretas y no responden directamente a un equilibrio
global entre prooxidantes y sistemas de defensa antioxidantes. Debido a estas
evidencias cientificas, Dean P. Jones redefinio en 2006 el estrés oxidativo
como el desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes, en favor de los primeros,
gue conduce a una ruptura del control y sefalizacion fisiolégica que

normalmente ejerce el sistema redox, conduciendo a un dafio molecular®®.
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ENDOGENOS:
- Superoxido dismutasa, catalasa, .
glutatién peroxidasa. ENDOGENOS:
- Selenio, cobre, zinc. -NADPH oxidasa
- Ceruloplasmina, transferrina, - ),(ar_mna'o:;_udaS_a
lactoferrina, haptoglobina, albumina. - O?"do n|1r|c_o sintasa
- Glutation, acido urico, acido - Mieloperoxidasa
ascorbico. - Ciclooxigenasa

- Lipooxigenasa
EXOGENOS: - Hemoxigenasa

- Citocromo P-450
- Cadena de transporte de
electrones mitocondrial

- Vitaminas A, E y C, palmitato de
retinol, carotenos, luteina y zeaxantina,
licopeno y B-criptoxantina.

EXOGENOS:
Q - Radiacion, tabaco,
Antioxidantes | alimentacion (grasas), etc.
L
| Prooxidantes |

A\

Figura 7. Representacion grafica del estrés oxidativo.

1.2.2 Dafio oxidativo y mecanismos de defensa antioxidante

Las reacciones de tipo redox son la base del mecanismo de oxidacién que
tiene lugar en mdltiples procesos organicos, tanto fisiolégicos como
patologicos. Cuando se altera la homeostasis de oxido-reduccién intracelular
puede haber un aumento de radicales libres que produzca dafio oxidativo. El
uso de biomarcadores de estrés oxidativo surge debido al descubrimiento del

incremento del estrés y dafio oxidativo en condiciones patoldgicas.

. Radicales libres y especies reactivas
Los radicales libres (RL) son moléculas o fragmentos de moléculas,
normalmente de bajo peso molecular, que en su estructura atdbmica presentan

uno o mas electrones no apareados. Esta configuracion electronica proporciona
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al RL una elevada inestabilidad y reactividad, siendo la base de su toxicidad y
de su vida media corta. La elevada reactividad favorece la atraccion de
electrones de atomos presentes en otras moléculas para recobrar su equilibrio.
Al recibir un electron libre, el RL quedara reducido y la sustancia que lo cede
quedara oxidada®.

La mayoria de los RL presentes en los sistemas biologicos son derivados del
oxigeno. Se denominan especies reactivas del oxigeno (ERO) al conjunto de
derivados radicales, iones de oxigeno y peroxidos que tienen capacidad de
producir dafio oxidativo. De forma analoga existen especies reactivas del
nitrogeno (ERN), especies reactivas del azufre (ERS), especies reactivas del

cloro (ERCI) y especies reactivas del bromo (ERBr)*® (Tabla 5).

Tabla 5. Especies reactivas de oxigeno, especies reactivas de nitrégeno, especies reactivas de
azufre y especies reactivas de cloro.

ERO ERN ERS ERCI
Radicales | Anién 0, Oxido nitrico NO* Radical | RS*
superoxido Disxido de NO, tiillo
Hidroxilo *OH nitrégeno
Alcoxido RO*
Peroxido ROO*
Hidroperoxido | ROOH*
No Perdéxido de H,0, Peroxinitrilo ONOO- Acido HOCI

radicales idré A i
hldrogeno Acido nitroso HNO, hipocloroso
Acido HCIO e .
hipocloroso Cation nitrosilo | NO
Ozono 0, Anién nitroxilo | NO-
Oxigeno 170, Pli!'IOX|n|1rltos ROONO
singlete aikilo
. Sistemas enzimaticos productores de radicales libres y especies
reactivas

Los principales sistemas enzimaticos que generan RL y ERO son la
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato en forma reducida (NADPH) oxidasa,

la xantina oxidasa, la 6xido nitrico sintasa (NOS), la mieloperoxidasa, la




ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, la hemoxigenasa y el citocromo P-450. Otro
foco de RL y ERO es la cadena de transporte de electrones mitocondrial y su
salida al citoplasma'®*.

- NADPH oxidasa: el complejo NAPH/NADPH cataliza la produccion de

aniones superoéxido. El anion superéxido es un potente agente oxidante,
considerado el precursor de la mayoria de las ERO, y muy reactivo con
moléculas de H,0'%,

- Xantina oxidasa: esta enzima metaboliza hipoxantina, xantina, y NADH

para formar aniones superéxido y peréxido de hidrogeno. Ha sido
involucrada en procesos de isquemia-reperfusion, siendo fuente de ERO
103,104

durante la fase de reperfusion

- Mieloperoxidasa: esta implicada en la produccion de acido hipocloroso y

derivados a parir de peroxido de hidrégeno. Se ha relacionado con el
dafio de pared vascular en situaciones fisiopatolégicas como la
ateroesclerosis'®.

- Oxido nitrico sintasa: existen tres isoformas de esta enzima,

denominadas nNOS, iNOS y eNOS. En condiciones fisiolégicas el 6xido
nitrico (NO) se sintetiza a partir de L-arginina pero, en condiciones de
deficiencia de sustrato o cofactores, se produce una disminucién de NO
y un aumento de aniones superéxido y peroxinitrito’°®. Ademas, la eNOS
se ha relacionado con la salida al citoplasma de ERO procedentes de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial en situaciones

patolégicas™®.



Dianas bioldgicas y dafio oxidativo

Las principales dianas biologicas de las ERO son: los lipidos, las proteinas,

los carbohidratos y el acido desoxirribonucleico (ADN).

Oxidacion de lipidos: una de las principales dianas de los procesos de

oxidacion son los &cidos grasos poliinsaturados presentes en las
membranas celulares. La peroxidacion de los &cidos grasos reduce la
flexibilidad de las membranas celulares, esta implicada en el proceso de
aterosclerosis y conduce a la formacion de malondialdehido (MDA),
dienos conjugados e hidroperéxidos®’.

Oxidacién de proteinas: el dafio oxidativo incluye peroxidacion, cambios

en la estructura terciaria, alteracion de residuos aminoacidicos,
fragmentaciéon, formaciéon de agregados, inactivacion y degradacion
proteica. Los enlaces insaturados, los anillos aromaticos y los grupos tiol
(-SH) son mas susceptibles de ser dafados. ElI dafio puede
desencadenar pérdidas de actividad enziméatica que afecte a la

N interferencias con la creacién de

replicacion o reparaciéon del AD
potenciales de membrana y cambios en las proteinas celulares'®.

Oxidacién de carbohidratos: esta oxidaciéon produce glicacion de

proteinas que, a su vez, puede causar lesiones celulares.

Oxidacién de ADN: los acidos nucleicos pueden sufrir cambios en las

bases nitrogenadas, enlaces cruzados con otras moléculas, pérdida de
purinas, dafios en la desoxirribosa, roturas en las cadenas del ADN y
alteraciones en los sistemas de reparacion*'®*'*. EIl ADN mitocondrial es

mas susceptible al dafio oxidativo que el ADN nuclear debido a su
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proximidad con la cadena de transporte de electrones mitocondrial y a

no estar protegido por histonas™****,

Mecanismos de defensa antioxidante

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion

de otras moléculas. Para cumplir esta funcion, los antioxidantes son capaces

de reaccionar con un RL, donando un electron o un atomo de hidrégeno, y

generar un radical mas estable y menos toxico.

La célula posee mecanismos de defensa antioxidantes que le permiten

defenderse del dafio provocado por el estrés oxidativo y que se pueden

agrupar en: mecanismos antioxidantes enzimaticos, cofactores de enzimas

antioxidantes, mecanismos no enzimaticos enddégenos y mecanismos no

enzimaticos exogenos.

Mecanismos de defensa antioxidante enzimaticos: constituyen la primera

linea de defensa antioxidante y previenen el dafio oxidativo
interaccionando directamente con las ERO. Actian como catalizadores y
son reciclados de forma eficiente después de actuar*'®. Las enzimas que
forman este sistema antioxidante enzimatico son la superéxido
dismutasa (SOD), la catalasa y la glutatién peroxidasa (GPXx).

La SOD cataliza la conversion del radical superéxido en peroxido de
hidrogeno y la catalasa reacciona con el peroxido de hidrogeno para
formar agua y oxigeno molecular'®.

Por otro lado, la GPx ejerce una funcién fundamental como antioxidante
protegiendo las membranas frente a la peroxidacion lipidica''®. Esta
enzima cataliza la reduccion de hidroperoxidos utilizando glutation

(GSH) como donador de electrones. EI GSH oxidado (GSSG) es
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reducido por accion de la glutation reductasa (GRed) empleando

NADPH (Figura 8).

Cisteina/ Glutamato
_—ATP

& T>ADP
y-Glutamil cisteinil sintetasa

Glicina
v
GSH sintasa
GSH GSH H.O;
NADP* Py
Via de las I 2 HZO
pentosas GRed
fosfato —— GPx ROOH
NADPH + H* \
GSSE H,O + ROH

Figura 8. Reacciones catalizadas por la glutation peroxidasa (GPx) y la glutation
reductasa (GRed)""".

Cofactores de enzimas antioxidantes: entre ellos se encuentran

moléculas como el selenio, del que depende la actividad de GPx, o el
cobre y el zinc, cuyos déficits disminuyen la actividad de la SOD y
aumenta la actividad del citocromo P-450, estimulando la produccion de
ER0118,119

Mecanismos de defensa antioxidante no enzimaticos enddgenos:

constituyen la segunda linea de defensa antioxidante y estan formados
por moléculas de bajo peso molecular que componen un grupo de
antioxidantes capaces de prevenir el dafio oxidativo por interacciéon
directa o indirecta con las ERO.

Moléculas como la ceruloplasmina, la transferrina, la lactoferrina, la

haptoglobina o la albumina actian de forma indirecta quelando metales
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de transicion para evitar su intervencion en reacciones que generen RL y
ERO™,

Por otro lado, moléculas como el GSH, el acido urico o el acido
ascorbico intervienen de forma directa traspasando electrones o
secuestrando RL. El GSH es un tripéptido con una vida media de
segundos - minutos*®* cuya capacidad antioxidante reside en su papel
como cofactor de la GPx, su implicacion en el transporte de aminoacidos
a través de la membrana plasmatica, su capacidad de neutralizar ERO
como el anion superéxido o el oxigeno singlete, y su capacidad para
recuperar las formas activas de otros antioxidantes como el &cido

ascorbico y la vitamina E'*2.

El acido arico, ademéas de capacidad
guelante de metales, posee propiedades protectoras frente a las ERN y
al ozono®. Por dltimo, el acido ascérbico actla como cofactor de
enzimas, interviene en reacciones enzimaticas para disminuir las
concentraciones de peréxido de hidrégeno, interviene en la
neutralizacion de iones superéxido, oxigeno singlete y ozono, y tiene un
papel fundamental en la proteccion de la membrana plasmatica frente a

la peroxidacion de lipidos*.

Mecanismos de defensa antioxidante no enzimaticos exégenos: a través

de la dieta ingerimos nutrientes como vitaminas (A, C, E y carotenos),
minerales (selenio, zinc, manganeso y magnesio) y otras sustancias
(coenzima Q-10, flavonoides, antocianinas, indoles/tioles, isoflavonas,
catequinas, lignanos, palmitato de retinol, licopeno, etc.) que protegen

frente al estrés oxidativo, ya sea ejerciendo como antioxidantes de forma
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directa o funcionando como cofactores de los sistemas antioxidantes

endégenos'®.

1.2.3 Biomarcadores de estrés oxidativo

Los marcadores biolégicos o biomarcadores de estrés oxidativo/nitrosativo
se definen como aquellas enzimas especificas, factores o productos del dafio
oxidativo que pueden ser medidos y valorados de forma objetiva como
indicadores de procesos fisiologicos, de procesos patolégicos o de respuestas
farmacolégicas a un tratamiento. Por ello, idealmente, un biomarcador de

estrés oxidativo debe caracterizarse por*?®*?® (Figura 9):

Ser el producto de un dafio oxidativo que pueda relacionarse con el

inicio y progresiéon de una patologia.

- Ser accesible en un tejido diana o plasma, reflejando los cambios
oxidativos en estas muestras de forma cuantitativa.

- Ser un marcador especifico para el estudio de especies reactivas e
independiente de factores externos como la alimentacion.

- Ser un parametro sensible, robusto y reproducible mediante técnicas de
andlisis molecular.

- Ser una molécula estable para el manejo de muestras, incluyendo su
procesamiento, andlisis y almacenamiento.

A continuacion, se describen brevemente algunos de los biomarcadores mas

utilizados del estrés oxidativo/nitrosativo.
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CRITERIOS DE VALIDACION: UTILIDAD POTENCIAL:

ESTABLE PARA EL MANEJO DE MUESTRAS MARCADOR DEL
DANO MOLECULAR
ACCESIBLE EN TEJIDO DIANA O PLASMA
PARAMETRO DE
FUNCIONES FISIOLOGICAS

PRODUCTO DEL DARO Y

RELACIONADO CON INICIO Y. Biomarcador
PROGRESION DE LA PATOLOGIA s s BIOMARCADOR
L RELACIONADOS CON UNA
REFLEJO CUANTITATIVO DE CAMBIOS oxidativoy PATOLOGIAESPECIFICA
OXIDATIVOS/NITROSATIVOS nitrosativo r—

Indicador precoz de la patologia
ESPECIFICO PARA ERO/ERN

E INDEPENDIENTE DE Indicladfzr de la progresion de la
FACTORES EXTERNOS patologia
Evaluacion de la efectividad del
SENSIBLE, ROBUSTO Y REPRODUCIBLE tratamiento

Figura 9. Esquema de los criterios de validacion y utilidad potencial de los
biomarcadores de estrés oxidativo/nitrosativo (adaptado de Dalle-Donne et al.m).

. Biomarcadores de peroxidacion lipidica

- Malondialdehido (MDA): este biomarcador es un cetoaldehido producto de

la descomposicion de lipidos insaturados derivado del metabolismo del acido

araquidénico presente, fundamentalmente, en la membrana celular. El dafio

tisular puede aumentar los niveles de MDA y este reaccionar con residuos de

lisina, produciendo alteraciones proteicas que desencadenan mecanismos

inmunolégicos relacionados con enfermedades cardiovasculares como la
130

aterosclerosis o el infarto agudo de miocardio™".

- Acroleina y 4-Hidroxi-2-nonenal (HNE): el 2-propenal o acroleina es un

aldehido insaturado altamente reactivo presente ambientalmente por
combustion de aceites, arboles, tabaco, gasolina y petroleo. De este
compuesto deriva el HNE, otro aldehido de mayor toxicidad producido por el
dafio de ERO y ERN sobre los &cidos araquidénico, linoleico y linolénico®!. Las
concentraciones de acroleina y HNE se incrementan en situaciones patologicas
de peroxidacion lipidica y reaccionan con residuos de lisina, histidina y cisteina.

El HNE puede reaccionar con fosfolipidos, proteinas y acidos nucleicos,
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actuando como segundo mensajero en procesos de citotoxicidad, mutagénesis,

toxicidad genética y apoptosis™**%.

- Isoprostanos: son moléculas generadas por la peroxidacion lipidica no

enzimatica que provocan radicales libres que reaccionan con el acido
araquidonico. Se encuentran en multiples fluidos biologicos, siendo el plasma y
la orina los mas analizados para el estudio del dafio oxidativo, pero las

mediciones resultan complejas™*.

. Biomarcadores de oxidacién de proteinas

- Tioles y proteinas tioladas: los tioles (R-SH) son compuestos que contienen

un grupo funcional formado por un atomo de azufre y un atomo de hidrégeno,
confiriéndoles una elevada capacidad de oxidacion. Como consecuencia de su
alta reactividad con especies reactivas, la transformacion de tioles en disulfuros
(R-SS-R) se considera que estd relacionada con una mayor carga de
prooxidantes en células y tejidos y que la relacibn molar tiol/disulfuro
(R-SH/R-SS-R) en células y tejidos puede ser un buen biomarcador del estrés
oxidativo™>.

La mayoria de los grupos sulfhidrilo (-SH) estan en residuos de cisteina y el tiol
de bajo peso molecular mas abundante en células animales es el glutatién
reducido (GSH). EI GSH proporciona equivalentes reductores para enzimas
involucradas en el metabolismo de ERO y ERN, elimina productos de oxidacion
potencialmente toxicos, reduce proteinas oxidadas o nitrosadas y contribuye al
metabolismo de moléculas exdgenas en las reacciones de fase 1I'*. La
relacion GSH/GSSG (Figura 9) esta estrechamente regulada y es critica para la

supervivencia celular, afectando a la proliferacion, diferenciacion y apoptosis
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celular*®’. Ademas, el estado redox celular GSH/GSSG parece tener un papel
importante en la supervivencia de células tumorales®®,

Los tioles pueden reducir proteinas oxidadas o nitrosadas mediante puentes
disulfuro, formando proteinas tioladas (Proteina-SS-Tiol). La relacion molar
entre los tioles y las proteinas tioladas en plasma es aproximadamente 1:20**°
y el contenido de proteinas tioladas es probablemente proporcional a la
relacién molar tiol/disulfuro®.

En la dltima década, se ha propuesto el indice de proteinas tioladas o IPT
(Figura 10) como parametro asociado a situaciones de oxidacion, siendo
validado y aplicado al plasma de seres humanos sanos y de sujetos afectados

por patologias en las que se presume que existe estrés oxidativo™**.

> Proteinas tioladas
> Tioles libres

IPT =

Figura 10. El indice de proteinas tioladas es la relacién molar
entre la suma de los tioles de bajo peso molecular unidos
covalentemente a proteinas plasmaticas y los tioles libres
(adaptado de Dalle-Donne et al.’®).

- Carbonilos y proteinas carboniladas: los carbonilos pueden generarse por

oxidacion de cadenas laterales de aminoacidos mediante: formacion de
enlaces entre aldehidos insaturados y residuos de lisina, histidina y cisteina;

glicacién/glicoxidacién de grupos amino de lisina™*?

(Figura 11). La formacion
de compuestos de carbonilo es el biomarcador de oxidacion proteica mas
utilizado tanto in vitro como in vivo dada la estabilidad quimica de los

carbonilos'®,
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Figura 11. Estructuras quimicas de Iolzs9 carbonilos que surgen de la oxidacion directa de
las cadenas laterales de aminoacidos™".

- Oxidacién, nitracibn y halogenacién de tirosina: mediante estas

reacciones se generan productos oxidados como la O,O’-ditirosina, derivados
del NO como la 3-nitrotirosina y halogenados como la 3-clorotirosina y la 3-
bromotirosina. La O,O’-ditirosina es una molécula metabdlicamente estable y
presenta la ventaja de ser detectable en orina humana, por lo que se ha

propuesto como biomarcador no invasivo de la oxidacion de proteinas™®°.

= Biomarcadores de oxidacion de ADN

- 8-Hidroxi-2’-deoxiguanosina__ (8-OHdG): es un compuesto derivado de la

oxidacion de la guanina que, apareandose con las bases nitrogenadas de
adenina o citosina, induce mutaciones en el ADN por sustitucion de purinas por
pirimidinas o viceversa'®*. Pese a que la 8-OHdG es considerada como un
potente inductor de dafio oxidativo, la interpretacion de sus valores es
controvertida y se necesitan mas estudios que ayuden dilucidar si sus
variaciones responden a una mayor exposicion a especies reactivas o la
N145.

existencia de un sistema eficaz de reparacion de AD

- Glicol timidina: La 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimidina o glicol timidina es el

producto de la oxidacion de timidina por el radical hidroxilo. A diferencia de la

mayoria de los derivados de la timidina, la glicol timidina posee una elevada
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capacidad de mutagénesis sobre las moléculas de ADN, produciendo un dafio

oxidativo letal*?.

. Mecanismos enzimaticos y no enzimaticos antioxidantes

- Glutation (GSH): el GSH sintetizado en el interior de las células puede ser
exportado rédpidamente a través de la membrana plasmatica hacia el espacio
extracelular. La vida media del GSH en plasma es de segundos-minutos*®. Las
concentraciones de GSH en plasma son un reflejo del GSH tisular por lo que
las concentraciones de GSH y GSSG, asi como el ratio GSH/GSSG, se
consideran parametros que reflejan el estrés oxidativo en el organismo*’.

- Superéxido dismutasa (SOD): esta enzima es una de las defensas

celulares mas importantes frente al radical superoxido. Se conocen tres
isoenzimas, cada una con una localizacién y un cofactor especificos: SOD1
(Cu/zZn-SOD intracelular), localizada en el citoplasma y, en menor medida, en el
espacio intermembrana de la mitocondria; SOD2 (Mn-SOD), localizada en la
matriz mitocondrial; SOD3 (Cu/Zn-SOD extracelular), analoga de SOD1 pero
localizada en el espacio extracelular**®,

- Catalasa: esta enzima complementa la accién de la SOD catabolizando
peréxido de hidrégeno (parece ser que Unicamente las moléculas de origen

149 en oxigeno sin generar radicales libres™°. Las concentraciones de

exdgeno
catalasa y su actividad varian en funcién del 6rgano, siendo elevadas en tejido
hepatico y eritrocitos, moderadamente elevadas en tejido renal y adipocitos, y
baja en tejido cardiaco y tejido cerebral™*.

- Hemooxigenasa |: es la isoforma inducible de la principal enzima del

catabolismo del grupo hemo. Esta proteina participa en la regulacion de

procesos inflamatorios, en mecanismos de defensa antioxidante endégenos y
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en la proteccion frente a la apoptosis, implicandose en varias rutas de
sefializacion celular™>?,

- Oxido nitrico_sintasa inducible (iNOS) y nitritos: la iNOS genera 6xido

nitrico que produce vasodilatacion, potencial dafio celular y disfuncion cardiaca.
Su actividad citostatica y citotoxica intervienen en la defensa frente a
infecciones y células tumorales. Esta enzima estd presente en macrofagos,
neutrofilos, queratinocitos, células mesangiales, hepatocitos, fibroblastos,
células musculares lisas y cardiomiocitos®2.

Por otro lado, los nitritos totales son una forma de cuantificar los niveles de
estrés nitrosativo y se utilizan como biomarcador de los niveles de produccion
de NO. Una superproduccién de NO desencadena su reaccion con el anién
superoxido y produce radicales peroxinitrilo. El radical peroxinitrilo es una ERN
altamente reactiva que oxida y nitra, entre otros componentes celulares, lipidos,
residuos de tirosina, ADN y enzimas. Este radical también produce dafio
mitocondrial irreversible y reduce antioxidantes enddégenos como el GSH, la

SOD o el acido ascorbico®®*,

1.2.4 Estrés oxidativo en la practica clinica

La introduccion de los biomarcadores de estrés oxidativo en la practica
clinica surge tras el descubrimiento del incremento del dafio oxidativo y sus
productos en condiciones patoldgicas. Los objetivos de los biomarcadores de
estrés oxidativo son desarrollar nuevas estrategias preventivas, diagnosticas y
terapéuticas en multiples patologias, entre las que se encuentran las
enfermedades cardiovasculares. Por ello, los biomarcadores ofrecen

informacion sobre tres niveles progresivos de la enfermedad®>:
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1. Como marcadores del dafio molecular a lipidos, proteinas, ADN, etc.
2. Como parametros de funciones fisioldgicas.
3. Como biomarcadores relacionados con una patologia especifica.

En el ambito del diagndstico de las enfermedades, mediante el desarrollo de
biomarcadores se pretende intervenir en el diagnostico pre-sintomatico y
sintomatico, aportando parametros que proporcionen evidencias sobre la
eficacia clinica del uso de antioxidantes.

La mayoria de estudios de estrés oxidativo en seres humanos se realizan
con muestras de sangre, aceptando la hipotesis de que una alteracion del
equilibro oxidantes/antioxidantes en sangre puede reflejar la alteracion que
ocurre en otros tejidos menos accesibles'®®. Esta hipétesis se sustenta en la
idea de que el plasma y otros fluidos extracelulares proporcionan una matriz
adecuada para estudiar el estrés oxidativo sistémico debido a la interaccién
continua con las células®’.

Multiples estudios analizan el papel de los biomarcadores de estrés oxidativo
en el ambito de las enfermedades cardiovasculares (Tabla 6). Entre ellos
destacan los estudios que relacionan: el incremento MDA con la aterosclerosis
o el infarto agudo de miocardio™®; la alteracién del equilibrio tiol/disulfuro con la
diabetes mellitus (DM) y la preeclampsia™®*®°; las concentraciones plasmaticas
de carbonilos proteicos con la enfermedad renal crénica (ERC), la DM vy la
inflamacién miocéardica’®; la elevacion de 8-OH-dG con la ateroesclerosis,
patologia coronaria, infarto de miocardio e insuficiencia cardiaca'**; la actividad

de la SOD con la hipertensién*®.

59



Tabla 6. Asociacidn entre biomarcadores de estrés oxidativo y enfermedades cardiovasculares
(adaptado de Rossi et al.*®).

Patologia Biomarcadores de estrés oxidativo

Agregacién plaquetaria Hemooxigenasa |

Angor e infarto agudo de miocardio MDA, Isoprostanos; 8-OHdG; Hemooxigenasa |

MDA; HNE; Isoprostanos; Derivados de la tirosina; Hemooxigenasa |; 8-OHdG;

Ateroesclerosis NADPH oxidasa

Dafio por isquemia-reperfusion Isoprostanos; Hemooxigenasa |

Dafio vascular Hemooxigenasa |
MDA Isoprostanos; Proteinas S-glutationadas; Proteinas carboniladas;
Diabetes mellitus Derivados de la tirosina; GSH y/o relacion GSH/GSSG; NADPH oxidasa;
Hemooxigenasa |

Dislipemia Isoprostanos; Proteinas S-glutationadas; Derivados de la tirosina

Patologia coronaria Isoprostanos; Derivados de la tirosina; 8-OHdG

Radical superdxido; MDA; Isoprostanos; GSH; SOD; Catalasa; NADPH oxidasa;

Hipertension Hemooxigenasa |

Inflamacion miocardica Proteinas carboniladas; Derivados de la tirosina
Insuficiencia cardiaca Isoprostanos; 8-OHdG

Insuficiencia renal aguda Hemooxigenasa |

Insuficiencia renal cronica Isoprostanos; Proteinas carboniladas; Derivados de la tirosina
Obesidad Isoprostanos; 8-OHdG

MDA, Proteinas carboniladas; Derivados de la tirosina; GSH y/o relacion

Preeclampsia GSH/GSSG, Hemooxigenasa |

MDA: Malondialdehido; 8-OHdG: 8-Hidroxi-2’-deoxiguanosina; HNE: 4-Hidroxi-2-nonenal;
NADPH: Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato en forma reducida; GSH: Glutation reducido;
GSSG: Glutatién oxidado; SOD: Superéxido dismutasa.

1.3 Indicadores globales de estrés oxidativo: OXY-SCORE

1.3.1 Definicion

En la dltima década, Veglia et al.'®* han propuesto un indicador global de
estrés oxidativo u OXY-SCORE. El OXY-SCORE reune mediciones de dafio
oxidativo y mediciones de defensas antioxidantes con el objetivo de tener en
cuenta la naturaleza multifactorial del estrés oxidativo. Para su calculo se
seleccionaron el MDA, los isoprostanos y la relacion GSH/GSSG como
biomarcadores de dafio oxidativo, y el GSH, el tocoferol y un indice de la

capacidad antioxidante del plasma como factores antioxidantes.
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El OXY-SCORE disefiado por Veglia et al. también refleja caracteristicas de
los sujetos, como la edad y el sexo, que pueden estar relacionadas y afectar al
estrés oxidativo y a las patologias presentes, como la patologia cardiovascular,
discriminando entre entornos clinicos caracterizados por un estado oxidativo
alto o bajo.

Para calcular el OXY-SCORE, se determinan dos indicadores parciales: el
Damage Score (DS), que resume el componente de dafio, y el Protection Score
(PS), que resume las defensas antioxidantes. Por lo tanto, el OXY-SCORE
global se calcula restando el DS del PS y genera un numero que refleja el

equilibrio entre los sistemas oxidantes-antioxidantes (Figura 12).

OXY-SCORE = Protection Score _ Damage Score

(Z biomarcadores antioxidantes) (X biomarcadores oxidativos)

Figura 12. Formula del OXY-SCORE

1.3.2 Utilidad

El rendimiento del OXY-SCORE ha sido probado en varios estudios
centrados en patologia cardiovascular. Uno de los estudios del grupo de Veglia
comparo la puntuacién obtenida en pacientes sanos con la de pacientes con
patologia coronaria’®. El OXY-SCORE fue significativamente mayor en los
pacientes con patologia coronaria que en los controles y el analisis de la curva
ROC mostro un area bajo la curva de 0,78 para PS, 0,94 para DS y 0,96 para
OXY-SCORE, demostrando que la capacidad del OXY-SCORE para
discriminar entre pacientes con patologia coronaria y sanos es muy alta. Otro
estudio analizé la utilidad del OXY-SCORE y de sus componentes en pacientes

sometidos a cirugia de revascularizacion coronaria, con o0 sin bypass
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cardiopulmonar, conociendo las variaciones del equilibrio oxidativo que se
producen en cada uno de estos dos escenarios'®®®’. E| OXY-SCORE aumentd
en los procedimientos con bypass cardiopulmonar, alcanzando su valor
maximo durante el procedimiento y disminuyendo al final de la cirugia pero
manteniéndose por encima de los valores basales incluso a las 24 horas de la
intervencion quirdrgica. Sin embargo, el OXY-SCORE aumenté en menor
medida en las intervenciones sin bypass cardiopulmonar, manteniéndose
también por encima de los valores basales hasta 24 horas después de la
intervencion.

En resumen, los estudios disponibles sugieren que el OXY-SCORE puede
ser mas sensible que los biomarcadores de estrés oxidativo utilizados de forma

individual.

1.4 Justificacion del estudio

A continuacién se presentan los principales resultados, extraidos de la
revision bibliografica realizada y de trabajos previos de nuestro grupo, que

justifican la hipotesis y objetivos que se plantean en la presente tesis:

= La HVI es un problema en clinica humana, que aumenta la incidencia de
eventos cardiovasculares y la mortalidad en los pacientes con esta cardiopatia

estructural®®%,

= EI ECG, la ecocardiografia y la RMC son herramientas diagndsticas de
la HVI. Sin embargo, el ECG presenta baja sensibilidad y especificidad, la
ecografia esta limitada por la calidad de la ventana acustica y los equipos

técnicos y la RMC tiene un coste elevado, requiere mayor tiempo para adquirir y
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analizar datos, interfiere con la respiracion, esta asociada a riesgos en pacientes
portadores de dispositivos ferromagnéticos e incompatibilidad en pacientes

claustrofébicos*****%°,

= El estrés oxidativo, desequilibrio global entre pro-oxidantes (lesivos) y
antioxidantes (defensa) existente en un sistema biolégico, en favor de los

primeros, ha sido relacionado con la HVI.

= En la literatura encontramos indicadores para medir el status pro-
oxidante o antioxidante en diversas patologias (entre ellas la HVI), pero
ninguno de ellos puede ser considerado como estandar para medir cambios en
el estado oxidativo. Los estudios basados en la medida individual de estos
indicadores arrojan resultados contradictorios, ya que soélo describen
parcialmente el estado oxidativo y suelen mostrar alta variabilidad intra e

intersujetos’®>1%8,

* Previamente a este trabajo de tesis, nuestro grupo de investigacion ya
ha estudiado, en modelo animal de HVI, biomarcadores prooxidantes y

antioxidantes en la HVI como futuras dianas terapéuticas®**°°.

En base a lo anterior, podemos decir que es necesario un indicador integral
en la HVI que tenga en cuenta la naturaleza multifactorial del estrés oxidativo,
incluyendo medidas tanto del dafio oxidativo como del sistema de defensa
antioxidante'®. Este indicador podria ser diagnéstico de la HVI y futura diana
terapéutica. Por este motivo decidimos iniciar este estudio en pacientes con

HVI.
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2

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 Hipotesis

Como hipotesis de trabajo, planteamos que hay un indicador integral de la
HVI que tiene en cuenta la naturaleza multifactorial del estrés oxidativo,
incluyendo tanto las medidas del dafio oxidativo como las del sistema de
defensa antioxidante, y que podria servir en un fututo como diagndstico,
monitorizacion y respuesta al tratamiento en los pacientes con HVI (H4),

asumiendo como hipétesis nula (Ho) el hecho de que no exista dicho indicador.

2.2 Objetivos

. Objetivo principal
Estudiar el estado oxidativo del paciente con HVI disefiando y calculando un
indicador integral que tenga en cuenta tanto el dafio oxidativo como el sistema
de defensa antioxidante. Para ello, planteamos los siguientes objetivos
secundarios:
. Objetivos secundarios
I. Analizar biomarcadores prooxidantes plasmaticos (carbonilos,

malondialdehido, proteinas tioladas) en pacientes con HVI.

Il. Analizar biomarcadores antioxidantes plasmaticos (capacidad antioxidante
total, tioles totales, glutation reducido, actividad superéxido dismutasa y
actividad catalasa) en pacientes con HVI.

[ll. Estudiar el indice de proteinas tioladas como nuevo parametro de estrés
oxidativo en la HVI.

IV. Calcular un indicador global de estrés oxidativo (OXY-SCORE), a partir de

biomarcadores individuales, en los pacientes con HVI.
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2.3 Planteamiento

Para abordar los objetivos propuestos se planted un estudio observacional,
prospectivo, no aleatorizado, comparativo de dos grupos:

= Grupo estudio (n=35): pacientes con hipertrofia ventricular izquierda

=  Grupo control (n=35): pacientes sin hipertrofia ventricular izquierda

Tras la obtencién del dictamen favorable del Comité Etico de Investigacion
Clinica se procedio al reclutamiento consecutivo de los pacientes (tras la firma
del consentimiento informado del paciente para su participacion en el estudio)
qgue ingresaban en la planta de Cirugia Cardiovascular del Hospital General
Universitario Gregorio Marafion. Cada paciente fue incluido en el grupo
estudio/grupo control segun el diagndstico o ausencia de HVI en el estudio
ecocardiografico. Posteriormente, se realizé una extraccion de sangre para el
estudio del estrés oxidativo.

Variables del estudio:

» Variables demogréficas, clinicas, ecocardiograficas y analiticas de los
pacientes.

» Variables de estrés oxidativo: biomarcadores plasmaticos de defensa
antioxidante (capacidad antioxidante total, tioles totales, GSH, actividad SOD y
actividad catalasa) y biomarcadores plasmaticos de dafio oxidativo (carbonilos,
MDA y proteinas tioladas).

Las variables de estrés oxidativo anteriormente descritas permitieron el
calculo de los parametros:

= [ndice de proteinas tioladas (IPT): ratio entre proteinas tioladas/tioles
totales. Posteriormente se estudio la validez y fiabilidad diagnostica del IPT

como nuevo biomarcador de estrés oxidativo en pacientes con HVI.
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= OXY-SCORE: se ha disefiado y calculado un indicador global de estrés

oxidativo plasmatico en la hipertrofia ventricular izquierda.
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MATERIAL Y METODOS
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3.1 Material

3.1.1 Sujetos del estudio

Se incluyeron en el estudio 70 pacientes y se repartieron en dos grupos: un
grupo control y un grupo con hipertrofia ventricular izquierda. La seleccion de
los pacientes se realiz6 segun los criterios de inclusidn y exclusion

establecidos.

" Criterios de inclusion

- Pacientes = 18 afios.

- Pacientes ingresados en la planta de Cirugia Cardiovascular del Hospital
General Universitario Gregorio Marafion.

- Pacientes cuya historia clinica incluya un estudio ecocardiografico que

indique la existencia o no de hipertrofia ventricular izquierda.

. Criterios de exclusion
- Pacientes que no cumplan todos los criterios de inclusion descritos
anteriormente.

- Pacientes que no firmen el consentimiento informado.

3.1.2 Reactivos
Los reactivos usados para el estudio de los biomarcadores de estrés

oxidativo son:

» Sal disodica del acido batocuproinedisulfonico (BCS) Sigma-Aldrich
B1125-1G

= Sulfato de cobre Sigma-Aldrich C-7631
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Trolox (acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) Sigma-
Aldrich 23,881-3

5,5-ditiobis (2-nitro acido benzoico) (DNTB) Sigma-Aldrich D8130-1G
L-Glutation reducido (GSH) G4251-300MG Sigma-Aldrich
O-ftalaldehido (OPT) 9253 Fluka

Guanidina Sigma-Aldrich G4505-100G

Etanol Sigma-Aldrich 147559

Acetato de etilo Sigma-Aldrich 324027

Cloruro de vanadio Sigma-Aldrich 20,827-2

Albumina de suero de bovino (BSA) Sigma-Aldrich A7906-10G
Reactivo de Bradford (colorante de azul Coomassie) Protein Assay 161-
0700 Bio-Rad

Tris base Roche 10708976001

Ninhydrina Sigma-Aldrich 151173-10G

N-etilmaleimida (NEM) E3876 Sigma-Aldrich

Acido tricloroacético (TCA) Sigma-Aldrich T6399-100G

Ditioteitrol (DTT) D0632 Sigma-Aldrich

Acido iodoacético (IAA) Sigma-Aldrich 14386-10G

Hidrindantina Fluka 53940-10G

Dimetilsulfoxido (DMSO) Sigma-Aldrich D8418-50ML
Dinitrofenilhidrazina (DNPH) Sigma-Aldrich D199303-25G

Hidréxido de sodio Sigma-Aldrich S5881-500G

Coelenterazina (CTZ) C3355 Sigma-Aldrich

Superoxidodismutasa (SOD) de bovino S9697 Sigma-Aldrich

Hipoxantina (Hx) S9697 Sigma-Aldrich
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= Triton Sigma-Aldrich T8787-50ML

= Acido tiobarbittrico (TBA) Sigma-Aldrich T5500-25G

= 10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (Amplex Red) Sigma Aldrich 90101-
SMG-F

» Peroxidasa tipo | de rabano (HRP) Sigma Aldrich P8125-25KU

= 1,1,3,3-tetraetoxipropano Sigma Aldrich T9889-25ML

» Catalasa de higado bovino 12660 U/mg Calbiochem

3.1.3 Equipos
El ecocardiograma se realizd usando un sistema comercial de
ecocardiografia iE33° (Philips, CA, USA) (Figura 13) equipado con una sonda

sectorial S5-1 (1-5 MHz) (Figura 14).

Figura 13. Equipo de ecocardiografia iE33°.
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Figura 14. Transductor S5-1.

Los equipos utilizados para el estudio de los biomarcadores de estrés
oxidativos son:

» Centrifuga MEDIFRIGE (P Selecta)

» Lector de placas multidetecciéon Synergy™ HT (BioTek Instruments, Inc.,

Potton, UK)

= Bafio Maria (Unitronic 320 OR)

= Incubador IG150

= pH-metro XS pH 510 (EUTECH Instruments)

= Sistema de agua desionizada Ultra pure Water Milli-Q Plus (Millipore)

3.2 Métodos

3.2.1 Consideraciones éticas y legales

El estudio presenta el dictamen favorable del Comité Etico de Investigacion
Clinica (CEIC) (ANEXO 1) del Hospital General Universitario Gregorio Marafién
(30 de Noviembre del 2015, cumpliendo los requisitos establecidos en la
legislacion vigente -Real Decreto 223/2004 y Decreto 39/94 de la Comunidad

de Madrid-). El CEIC, en su informe, hace constar que:
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- El estudio se plantea siguiendo los requisitos legalmente establecidos y
su realizacién es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en
relacion con los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y
molestias previsibles para el sujeto.

- Es adecuado el procedimiento para la obtencion del consentimiento
informado.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, las instalaciones y
medios disponibles, tal y como ha sido informado el CEIC, son
apropiados para llevar a cabo el estudio.

Con el fin de garantizar la confidencialidad de los datos del estudio, sélo han
tenido acceso a ellos el CEIC del Hospital General Universitario Gregorio
Marafidn, el investigador principal del estudio y su equipo de colaboradores.
Los datos han sido tratados ajustandose a lo dispuesto en la Ley Orgéanica
15/1999 del 13 de diciembre sobre Proteccion de Datos de Caracter Personal
(LOPD).

Todos los pacientes que participaron en el estudio dieron su consentimiento

informado por escrito previo a la inclusion en el mismo (ANEXO 2).

3.2.2 Disefo del estudio

Disefiamos un estudio observacional, prospectivo, no aleatorizado,
comparativo de dos brazos:

- Grupo HVI (n=35): con hipertrofia ventricular izquierda

- Grupo control (n=35): sin hipertrofia ventricular izquierda

Los pacientes (siguiendo los criterios de inclusion y exclusion descritos

anteriormente) fueron reclutados de manera consecutiva tras ingresar en la
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planta de Cirugia Cardiovascular del HGUGM para someterse a cirugia
cardiaca programada. Una vez firmado el consentimiento informado, se
procedi6 a la recogida de las variables demograficas y clinicas en el cuaderno
de recogida de datos. Posteriormente, el paciente fue incluido en el grupo
control o en el grupo HVI segun el diagndstico o ausencia de HVI del estudio
ecocardiografico. El diagndstico de HVI por ecocadiograma se definié segun las
Ultimas Guias de Practica Clinica de la American Society of Echocardiography
y la European Association of Cardiovascular Imaging®.

Posteriormente, se procedio a la extraccion de la muestra de sangre para el
estudio de las variables analiticas (procesadas en el laboratorio central del
HGUGM) y las variables de estrés oxidativo (procesadas por nuestro grupo de
investigacion en el laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad de Medicina

y Cirugia Experimental del HGUGM).

= Variables del estudio

- Variables demogréficas, clinicas, ecocardiograficas y analiticas:

» Variables demogréficas: edad, sexo, peso, altura, ASC.
» Variables clinicas:

- Patologias de base: HTA, DM, dislipemia (DL), enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), sindrome de apnea hipopnea
obstructiva del suefio (SAHOS), insuficiencia hepatica, enfermedad
renal cronica, habito tabaquico, habito endlico, enfermedad tiroidea,
insuficiencia venosa cronica.

- Patologia cardiaca: coronaria, valvular.

- Tratamientos farmacoldgicos: ARA I, B-bloqueante, IECA, diurético,

antagonista del calcio, antiagregante, anticoagulante.
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Variables ecocardiogréaficas: grosor pared posterior (PPVId), grosor
septo interventricular (S1Vd), diametro telediastolico (DVId), diametro
telesistolico (DVIs), masa del VI, masa del VI indexada por superficie
corporal (MVIsc), disfuncion sistélica, disfuncion diastdlica.
Variables analiticas:
Hemograma: hematies, hemoglobina (Hb), hematocrito (Hcto),
leucocitos, plaguetas.
Hemostasia: International Normalized Ratio (INR), tiempo
tromboplastina parcial activado (TTPA).
Bioquimica: glucosa, alanina aminotransferasa (ALT), bilirrubina,
gamma glutamil transpeptidasa (GGT), proteinas, creatinina (Cr),

filtrado glomerular (FG), creatinquinasa (CK), troponinas.

- Variables de estrés oxidativo:

A continuacion, describimos las variables de estrés oxidativo mostrando los

biomarcadores de defensa antioxidante y de dafio oxidativo plasmaticos:

Biomarcadores de defensa antioxidante:
Capacidad antioxidante total (TAC)
Tioles totales
Glutation reducido (GSH)

Actividad superoxido dismutasa (SOD)
Actividad catalasa

Biomarcadores de dafio oxidativo:
Carbonilos
Malondialdehido (MDA)

Proteinas tioladas
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Las variables de estrés oxidativo anteriormente descritas permitieron calcular
dos parametros:

= |PT: ratio entre proteinas tioladas/tioles totales.

= OXY-SCORE: indicador global de estrés oxidativo plasmatico en la

hipertrofia ventricular izquierda.

3.2.3 Método de estudio del estrés oxidativo

La sangre de los sujetos objeto de estudio se extrajo mediante puncion
venosa del brazo. Un volumen de 2.4 mL de sangre se adicion6 a tubos que
contenian 300 pL de citrato (BD Vacutainer®, BD-Phymouth, PL6 7BP, UK) y se
transportaron a 4°C al laboratorio para su procesamiento. Las muestras se
sometieron a centrifugacion a 900 g durante 10 minutos a 4°C. EIl plasma

obtenido se almacend a -80°C en alicuotas de 200 pL hasta su posterior uso.

= Cuantificacion de la capacidad antioxidante plasmaética

-  Meétodo CUPRAC-BCS:

Existen diferentes métodos basados en la reduccion del cobre que son aptos
para medir la capacidad antioxidante total (TAC) de fluidos biolégicos. Estos
métodos difieren entre si en el tipo de quelante utilizado para formar un
complejo con el cobre monovalente que absorbe luz entre 450-490 nm. En el
método CUPRACBCS, los antioxidantes no enzimaticos presentes en la
muestra reducen el Cu®* a Cu*; el cobre monovalente forma un complejo con la

sal disodica del acido batocuproinedisulfonico (BCS) que absorbe luz a 490 nm.

Protocolo experimental:
El protocolo experimental, descrito por Campos et al.>’°, ha sido modificado

con la dilucidon de la muestra de plasma directamente en tampon fosfato. La
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reaccion se desarrolla en placa de 96 pocillos; en cada pocillo se mezclan 10
ML de plasma y 190 uL de tampon fosfato (10 mM, pH=7,4) conteniendo 0,25
mM de BCS. Tras un periodo de 10 segundos, se mide la absorbancia inicial
(Ai) del pocillo a 490 nm en un lector de placas. Posteriormente, se adiciona al
pocillo 50 pL de solucién acuosa de CuSO* (0,5 mM) y se incuba la mezcla por
un periodo adicional de 5 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Transcurrido ese periodo, se vuelve a medir la absorbancia final (Af) a 490 nm.

Célculos:

Para el calculo del valor TAC de cada muestra se emplea el valor de la
diferencia entre Af y Ai, asi como la recta de regresion resultante de aplicar el
anterior protocolo, a concentraciones crecientes (0, 0,25, 0,50, 1, 1,5y 2 mM)
de un analogo de Ila vitamina E, el trolox (acido-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico), utilizado como referente de actividad

antioxidante.

- Cuantificacion de tioles totales en plasma:

Para este tipo de andlisis se emple6 el reactivo de Ellman [5,5-ditiobis (2-
nitro acido benzoico) o DNTB] utilizando placas de 96 pocillos. Los grupos
tioles, presentes en las proteinas o en los compuestos de bajo peso molecular,
reaccionan con el DTNB que es reducido a tiol acido 5-tionitrobenzoico (TNB),
de color amarillo, que puede ser medido y cuantificado a 412 nm en un

espectrofometro UV/Vis.

Protocolo experimental:
El protocolo comienza con la adicion a los pocillos de 10 uL de plasma o de

diluciones crecientes de GSH (0 mM; 0,03125 mM; 0,0625 mM; 0,125 mM; 0,25
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mM y 0,5 mM) para confeccionar la curva estandar. Como control negativo se
incluyd un pocillo conteniendo 5 pL de plasma y 100 yL de tampdn fosfato (100
mM, pH=7.4), con el objeto de corregir la contribucion de las muestras de
plasma al valor final de la absorbancia. Todos los pocillos, tanto los
correspondientes a las muestras de plasma como los de la curva estandar o del
control negativo, se realizaron por duplicado. A continuacion, utilizando una
micropipeta multicanal, se adicion6 100 uyL de DNTB (0,5 mM en tampodn
fosfato) a cada pocillo conteniendo las muestras o el GSH, pero no a los
controles negativos. Se agito la placa, protegida de la luz, en un agitador 3D
durante 1 minuto y, seguidamente, se incubo la mezcla a temperatura ambiente
durante 30 minutos en oscuridad. Al cabo de este tiempo, fue leida la

absorbancia a 412 nm en un lector de placas Synergy HT™.

Célculos:
El nivel de tioles totales fue calculado a partir de la recta de calibrado del
GSH vy del contenido de proteina del plasma, medido segin el método de

Bradford.

- Cuantificacion de GSH:

El nivel de GSH se cuantific6 empleando un método espectro-fluorimétrico,
basado en la reaccién especifica entre el o-ftalaldehido (OPT) y el GSH, que

produce una intensa sefial de fluorescencia®’*.

Protocolo experimental:
Se mezclaron 10 pL de plasma con 12,5 pL de HPO?® (25%) y 37 pL de
tampon fosfato (100 mM, 5 mM EDTA, pH=8.0). La mezcla se incub6 a 4°C

durante 10 minutos para favorecer la precipitacion de proteinas plasmaticas. A
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continuacion, se separo el sobrenadante mediante centrifugacion a 2100 g x 20
minutos a 4°C. Posteriormente, se hizo reaccionar en una placa multipocillo 10
ML del sobrenadante, convenientemente diluido, con 10 uL de OPT (0.1% p/v
en metanol) y 180 uL de tampdn fosfato (100 mM, 5 mM EDTA, pH=8.0). Se
mantuvo la mezcla a temperatura ambiente durante 15 minutos y en ausencia
de luz. La fluorescencia se midié en un lector de placa Synergy™ HT con

Aexcitacion = 360 £ 40 Nnm y Aemisisn = 460 £ 40 nm y una sensibilidad de 75.

Célculos:
La concentracion de GSH se estimé a partir de la recta de calibrado de GSH
preparado en el rango de 0-10 ng/uL y del contenido de proteina del plasma

(método de Bradford).

- Determinaciéon de la actividad SOD mediante el método SOSA

(Superoxide Anion Scavenging Activity):

El método SOSA mide la capacidad de los antioxidantes presentes en una
muestra de eliminar anion superéxido. Para ello, se usa la coelenterazina (CTZ)
como sonda de deteccién de anion superoxido. La CTZ es oxidada para
producir un anion excitado, la coelenteramida (CTA), que emite luz azul. La
inhibicion de la luminiscencia es directamente proporcional a la cantidad de

antioxidantes que contiene la muestra®’.

Protocolo experimental:

En primer lugar se adicioné la muestra/blanco/SOD seguido por la adicién de
la sonda de luminiscencia (CTZ), xantina oxidasa y finalmente el sustrato
hipoxantina (Hx). Tras 30 segundos de reaccién a temperatura ambiente, se

midio la sefial de luminiscencia (lumindbmetro de placa GloMax). La reaccién se
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llevé a cabo en tampon fosfato 100 mM, pH=7.4 (KPP), el cual se us6 para
disolver la SOD, diluir la muestra y la sonda de luminiscencia. Para disolver la
xantina oxidasa y la hipoxantina, se adicion6 0.1 mM EGTA en KPP y 0.4 % v/v

Triton (KPET).

Célculos:
Los valores de luminiscencia de las muestras/SOD se convirtieron a valores

de inhibicibn mediante la siguiente ecuacion:

Inhibicién de luminiscencia = 1 - (Luminiscenciamyestra 6 sop/ Luminiscenciapanco)

Donde Luminiscenciapanco representa la luminiscencia en ausencia de SOD.
El valor SOSA de la muestra se obtuvo de la recta de calibrado de SOD
(inhibicion de luminiscencia versus log SOD) y del contenido de proteina de la

muestra medido por el método de Bradford, respectivamente.

- Cuantificacion de la actividad catalasa:

La actividad catalasa fue cuantificada empleando un método fluorimétrico
basado en la oxidacion de la sonda Amplex Red (AR) en presencia de HRP y
H,O,. Asi, en presencia de H,O,, el AR (un compuesto no fluorescente) es
convertido en resorufina (un producto fuertemente fluorescente) por la accion
de la peroxidasa tipo | de rdbano (HRP). La catalasa cataliza la

descomposicion del H,O, en H,O vy, por tanto, reduce la oxidacion de la sonda.

Protocolo experimental:
El protocolo experimental se inicié con la adicion de 25 pL de plasma diluido
[0 blanco o catalasa (0-0.4 U/mL)] a un volumen igual de H,0O,. La mezcla se

incubo durante 15 minutos a 37°C. Transcurrido ese periodo, se adiciond, con
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una micropipeta multicanal, 50 pL del reactivo AR para medir la actividad
catalasa (AR-CAT) a cada uno de los pocillos, incubando la mezcla durante 30
minutos a 37°C. La composicion del reactivo AR-CAT aparece reflejada en la
Tabla 7. Transcurrido el periodo indicado, y tras agitar la placa
aproximadamente 3 segundos, se procedi6 a la lectura de la sefial de
fluorescencia (Aexcitacion = 530 £ 25 nm y Aemision = 590 + 35 nm) en un lector de
placas multiusos Synergy™ HT.

Tabla 7. Composicion del reactivo Amplex Red utilizado para medir la
actividad catalasa (AR-CAT).

Stock de Amplex Red (10 mM disuelto en dimetilsulfoxido) . . . 50 pL
Stock de HRP (100 U/mL disuelto enagua) . . ... ... .. ... .. 20 L
Tampon Tris-HCI{(100mM; pHT7.5). ... ... . ... ._...4930pL

Célculos:

La actividad catalasa plasmatica, fue calculada a partir de la recta de
calibrado realizada con los pocillos a los que se afiadi6é catalasa, como se ha
descrito en el protocolo experimental. La recta estandar se obtuvo por analisis
de regresion lineal de los datos de inhibicién de la fluorescencia de acuerdo a
la ecuacién que se muestra a continuacion versus la concentracion de catalasa

en U/mL.

Inhibicién de Fluorescencia = 1 - (Fluorescenciamyestra o catalasa/ Fluorescenciapanco)

Donde: Fluorescenciapanco €S la fluorescencia (Aexcitacisn = 530 £ 25 nm y

Aemisisn = 590 £ 35 nm) en ausencia de catalasa.

- Determinacién del contenido de proteinas plasmaéticas:

Se empledé el método de Bradford siguiendo el protocolo sugerido por el

fabricante. De este modo, se hicieron reaccionar 10 yL de la muestra diluida
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con 200 uL del reactivo de Bradford (colorante de azul Coomassie, Bio-Rad,
Espafa) diluido 5 veces. Tras 5 minutos de reaccion, se midio la absorbancia a
595 nm en un lector de placas (Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader,
Biotek, Rochester, VT, USA). La concentracion de proteina (ug/ul) en la
muestra se estimO a partir de la recta de calibracion con concentraciones

crecientes (rango 0,1-0,5 ug/ul) de albumina de suero bovino (BSA).

" Cuantificacion de la actividad oxidante plasmética

- Determinacion de proteinas tioladas:

Para el analisis de la concentracion de proteinas tioladas se us6 el método
descrito por Giustarini et al.**! y Colombo et al.'”®, que se basa en la deteccién
de las proteinas tioladas mediante un método de espectrofotometria por unién

al reactivo ninhydrina, que emite a una determinada longitud de onda.

Protocolo experimental:

Para ello, se mezclaron 30ul de plasma con 30ul de N-etilmaleimida (NEM) 4
mM. Tras 2 minutos, se acidificd la mezcla con 200 pl de acido tricloroacético
(TCA) al 6%. A continuacién, se procedié a una centrifugacion 1000 g a 4°C
durante otros 2 minutos seguido de un lavado del pellet con TCA 6% 3 veces.
El pellet de proteina se resuspendié usando 100 pl de tampodn fosfato 0,1M y
pH=7,4 y 2 ul de ditioteitrol (DTT) 50 mM. Tras 20 minutos de agitacién, se
afiadieron 20 pl de acido iodoacético (IAA) y se dejo incubando durante 1 hora
a temperatura ambiente. Posteriormente, se desproteinizo la muestra mediante
tratamiento con 6 pl de TCA 60% y se centrifugé a 10000 g a 4°C durante 2
minutos. Los sobrenadantes obtenidos se mezclaron con tampon acetato 2,5 M

pH=5,5 y el reactivo de ninhydrina preparado previamente [0,032 g de
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ninhydrina + 0,0048 g de hidrindantina + 0,6 ml dimetilsulfoxido (DMSO) + 0,4
ml de tampon 2,5 M]. Las muestras se calentaron a 100°C durante 10 minutos
y fueron analizadas mediante espectrofotometria con una longitud de onda de

570 nm.

- Cuantificacion de carbonilos:

La cuantificacion de carbonilos se llevd a cabo siguiendo el protocolo

establecido por Mesquita et al.*™.

Protocolo experimental:

Se mezclaron 30 pl de plasma con 30 pl de dinitrofenilhydrazina (DNPH) 10
mM en acido clorhidrico (HCI) 2,5 M. Tras 10 minutos de incubacion a
temperatura ambiente, se afiadieron 15 ul de hidroxido de sodio (NaOH) 6 My
se procedio a su agitacion para disolver la proteina. Pasados 10 minutos, se
analizé la muestra mediante espectrofotometria con una longitud de onda de

excitacion de 450 nM.

- Cuantificacion de malondialdehido (MDA):

El contenido de proteinas modificadas por MDA se midi6 mediante el método
del acido tiobarbitarico (TBA)'”®. Se precipitaron 20 pL de plasma con 60 pL de
acido tricloroacético (8% p/v) en frio durante 10 minutos. Seguidamente, se
obtuvieron los pellets proteicos mediante centrifugacion a 2100 g x 15 minutos
(4°C) y lavado con 140 pL de acido tricloroacético (6% p/v). Los pellets se
incubaron a 60°C durante 90 minutos en presencia de &cido sulfarico (H,SO,)
(1% v/v) y TBA (0.67% p/v) para facilitar simultaneamente la liberacion del MDA
de las proteinas plasmaticas y su reaccién con el TBA. Transcurrido este

periodo, las muestras se enfriaron inmediatamente en hielo, se centrifugaron a
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2100 g x 15 minutos (4°C) y la absorbancia del sobrenadante obtenido se midio
a 530 nm en un lector de placa Synergy™ HT. El contenido de proteinas
modificadas por MDA se calcul6 a partir de una recta de calibrado construida

en el rango de 0-0.06 nmol MDA.

3.2.4 Determinacion del indice de proteinas tioladas y del

OXY-SCORE

. Determinacion del indice de proteinas tioladas
El indice de proteinas tioladas (IPT) es la relacion molar entre la
concentracion de proteinas tioladas y la concentracion de tioles libres en
plasma. Es decir, elemento asociado a oxidacion/elemento asociado a la
capacidad antioxidante**:*3,
. Determinacion del parametro OXY-SCORE
El OXY-SCORE es un indicador integral que tiene en cuenta la naturaleza
multifactorial del estrés oxidativo. EIl OXY-SCORE se ha calculado teniendo en
cuenta biomarcadores de defensa antioxidantes determinados en el plasma
(TAC, tioles totales, GSH, actividad SOD, actividad catalasa) y biomarcadores
de dafio oxidativo (carbonilos, MDA), de acuerdo con la metodologia

previamente descrita®*.

3.2.5 Disefio estadistico

" Célculo del tamafio muestral

El tamafio muestral se calculé6 tomando como referencia la variable
contenido de proteinas carboniladas debido a que es la variable que mayor
variabilidad ha mostrado en estudios previos realizados por nuestro grupo de

investigacion!’®. Con 35 pacientes en cada grupo, se obtiene una potencia del
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80% = (1 - B) para detectar diferencias entre las medias de los dos grupos. Se
asume un riesgo alfa del 5% (a = 0,05) y una desviacion tipica de 3. Se ha

utilizado el programa GRANMO para el calculo del tamafio muestral.

. Analisis estadistico

Las variables categoéricas se expresaron en frecuencias y porcentajes, y se
compararon ambos grupos (grupo control y grupo HVI) mediante la prueba chi-
cuadrado (x?) de Pearson (prueba no paramétrica).

En el caso de las variables cuantitativas se analizd, en primer lugar, si la
variable seguia una distribucion normal (Kolmogorov-Smirnov). En caso
afirmativo, se aplicd la prueba t de Student para muestras independientes,
expresando los valores como media * error estandar de la media (SEM). En
caso negativo, se aplicé la prueba U de Mann-Whitney (test no paramétrico),
expresando los valores como mediana (percentil 25 - percentil 75). Un valor de
P < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

El area bajo la curva ROC (Receiver Operating Characteristics) permitio la
eleccion del punto de corte que maximizase el producto sensibilidad x
especificidad para el IPT.

Para medir la validez y la capacidad diagnostica del biomarcador IPT se han
utilizado los siguientes indicadores: sensibilidad, especificidad y los valores
predictivos (positivo y negativo) para los distintos puntos de corte. También se
ha estudiado la razén de verosimilitud positiva (RV+) y la razén de verosimilitud
negativa (RV-) que nos indican cuanto es mas probable obtener un
determinado resultado (IPT elevado) en presencia de la enfermedad (HVI).

El analisis de regresion logistica se utilizé para medir el grado de asociacion

entre las variables HVI e IPT y para buscar variables de confusion mediante la
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creacion de un modelo con determinadas variables (sexo, edad, habito
tabaquico, HTA, DM, DL, ERC y patologia coronaria y/o valvular). Esto permitio
predecir si el IPT es un biomarcador de riesgo independiente. Se expres6 como
OR (IC 95%).

Todos los datos obtenidos fueron introducidos y analizados con el paquete
estadistico SPSS 20.0 (IBM Corp, Armonk, New York, USA) para Windows y S-

PLUS 6.1.

" Célculo del OXY-SCORE en la hipertrofia ventricular izquierda
Los diversos biomarcadores del sistema de defensa antioxidante asi como
los indicadores de dafio oxidativo plasmatico se incorporaron en un indicador
164

global de estrés oxidativo siguiendo la metodologia estadistica ya descrita™",

siguiendo las siguientes etapas:

- Andlisis de normalidad de los parametros:

La normalidad de los biomarcadores antioxidantes y de los biomarcadores

de dafio oxidativo se analizaron mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

- Transformacioén de los pardmetros con distribucidén no normal:

Los parametros con distribucibn no normal se normalizaron mediante
transformacién logaritmica. La normalidad de los parametros transformados se

constatdé mediante el andlisis estadistico descrito anteriormente.

- Estandarizacion de los parametros originales y normalizados:

Al ser parametros con distintas unidades, se tuvo que proceder a una
estandarizacion para poder realizar el sumatorio. Los datos individuales de los

parametros antioxidantes/oxidantes de los dos grupos de estudio (pacientes

86



controles/pacientes hipertroficos) se estandarizaron mediante la siguiente

ecuacion:

Zij =Xij — pjoj

Donde: Zij es el valor estandarizado del parametro j del sujeto experimental i;
Xij es el valor del parametro j original o normalizado mediante transformacion
logaritmica; pj es el promedio del parametro j y 0j es la desviacion estandar del

pardmetro j en los sujetos control.

- Calculo del indicador global:

El indicador global de estrés oxidativo plasmatico en la hipertrofia ventricular

izquierda (OXY-SCORE) se calculo mediante la ecuacion:

OXY-SCORE = X antioxidantes — X' dafio oxidativo

El OXY-SCORE se calculé como el valor promedio + SEM para cada grupo
de estudio. El indicador de dafio oxidativo y el de proteccién antioxidante se
dedujeron del promedio de los parametros individuales.

Un valor del OXY-SCORE igual a cero o proximo a él significa que existe un
balance entre los antioxidantes/dafio oxidativo, mientras que un OXY-SCORE
positivo indica una preponderancia de la capacidad antioxidante frente al dafio
oxidativo y un OXY-SCORE negativo se traduce como un predominio de dafio

oxidativo.
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4

RESULTADOS
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4.1 Caracterizacion de los sujetos de estudio

La edad y el peso de los pacientes del estudio siguieron una distribucion
normal, habiendo sido comprobado mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov (p = 0.456 para la variable edad y p = 0.884 para la variable peso)
(Tabla 8). La distribucion porcentual del sexo de los pacientes del estudio

aparece reflejada en la Tabla 9.

Tabla 8. Variables demograficas cuantitativas.

Grupo control Grupo HVI
(n=35) (n=35)
Edad (afios) 63 +2 69 +1 0.060
Peso (Kg) 75.4 +2.50 76.16 £ 2.33 0.623

Las variables se expresan como media + error estandar de la media
(SEM) y se comparan utilizando la prueba t de Student, con
significacién estadistica si p < 0.05.

Tabla 9. Variable demografica cualitativa.

Grupo control ~ Grupo HVI
(n=35) (n=35)

Hombre 21 (60%) 23 (67.6%)
0.509

Sexo
Mujer 14 (40%) 11 (32.4%)

Las variables se expresan como frecuencia y su correspondiente
porcentaje y se comparan utilizando la prueba x* de Pearson, con
significacién estadistica si p < 0.05.

En primer lugar, utilizamos la prueba t de Student para comparar la media de
los dos grupos y ver si las diferencias se podrian explicar por el azar. No

encontramos diferencias estadisticamente significativas entre la edad de los
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pacientes del grupo HVI y del grupo control. No encontramos diferencias
estadisticamente significativas en el peso de los pacientes de ambos grupos.
En cuanto al género de los sujetos del estudio, utilizando la prueba x* de
Pearson para comparar proporciones, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion de sexos entre el grupo control
y el grupo HVI.
La distribucién porcentual de las variables que reflejan los antecedentes

personales de los pacientes se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Variables cualitativas de antecedentes personales.

Grupo control  Grupo HVI

(n=35) (n=35) ;
Hipertension arterial 23 (65.7%) 28 (80%) 0.116
Diabetes Mellitus 7 (20%) 11 (31.4%) 0.243
Dislipemia 17 (48.6%) 22 (62.9%) 0.176
Enfermedad pulmonar obstructiva crénica 3 (8.6%) 4 (11.4%) 0.66
Sindrome de apnealhipopnea obstructiva del suefio 2 (5.7%) 6 (17.1%) 0.122
Insuficiencia hepatica 1(2.9%) 0 (0%) 0.321
Enfermedad renal crénica 10 (28.5%) 9 (25.6%) 0.611
Habito tabaquico 6 (17.1%) 4 (11.4%) 0.526
Habito endlico 1(2.9%) 1(2.9%) 0.983
Enfermedad tiroidea 2 (5.7%) 5(14.3%) 0.216
Patologia valvular 15 (42.9%) 22 (62.9%) 0.093
Patologia coronaria 3 (8.6%) 1(2.9%) 0.204
Patologia valvular y coronaria 17 (48.6%) 12 (34.3%) 0.264
Infarto agudo de miocardio reciente 4 (11.4%) 1(2.9%) 0.174
Enfermedad vascular periférica 3 (8.6%) 7 (20%) 0.156
Insuficiencia venosa crénica 3 (8.6%) 0 (0%) 0.081

Las variables se expresan como frecuencia y su correspondiente porcentaje y se comparan
utilizando la prueba x? de Pearson, con significacion estadistica si p < 0.05.



Utilizando de nuevo la prueba x* de Pearson, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion de las variables de los
antecedentes personales de HTA, DM, DL, EPOC, SAHOS, insuficiencia
hepatica, ERC, habito tabaquico, habito endlico, enfermedad tiroidea, patologia
valvular, patologia coronaria, patologia valvular y coronaria, 1AM reciente,
enfermedad vascular periférica e insuficiencia venosa crénica.

En la Tabla 11 se muestra la distribucién porcentual de las variables que

reflejan los tratamientos farmacoldgicos de los sujetos del estudio.

Tabla 11. Variables cualitativas de tratamientos farmacologicos.

Grupo control  Grupo HVI

(n=35) (n=35) P

Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina 13 (37.1%) 14 (40%) 0.731
Antagonistas del receptor de la angiotensina Il 3 (8.6%) 7 (20%) 0.156
B-bloqueantes 11 (31.4%) 12 (34.3%) 0.733
Diuréticos 10 (28.6%) 15 (42.9%) 0.179
Antagonistas del Ca2* 6 (17.1%) 11 (31.4%) 0.143
Antiagregantes 16 (45.7%) 13 (37.1%) 0.529

Heparina Na 8 (22.9%) 10 (28.6%)
Anticoagulantes 0.535

Acenocumarol 27 (77.1%) 24 (68.6%)

Las variables se expresan como frecuencia y su correspondiente porcentaje y se comparan utilizando
la prueba x? de Pearson, con significacion estadistica si p < 0.05.

En este caso, la prueba x* de Pearson no detecté diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion de las variables de los

tratamientos farmacologicos de los sujetos del estudio.
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Por ultimo, describimos las variables ecocardiograficas en ambos grupos,
habiéndolas clasificado en variables cualitativas (Tabla 12), variables

cuantitativas con distribucién normal (Tabla 13) y variables cuantitativas con

distribucion no normal (Tabla 14).

Tabla 12. Variables ecocardiograficas cualitativas.

Grupo control Grupo HVI
(n=35) (n=35) ;
Disfuncion sistélica 14 (40%) 13 (37.1%) 0.881
Disfuncion diastdlica 10 (28.6%) 13 (37.1%) 0.185

Las variables se expresan como frecuencia y su correspondiente porcentaje y se
comparan utilizando la prueba x? de Pearson, con significacion estadistica si p < 0.05.

Tabla 13. Variables ecocardiograficas cuantitativas con distribucién normal.

Grupo control ~ Grupo HVI

(n=35) (n=35)
Diametro telediastolico (cm) 482+0.12 485+0.15 0.87
Diametro telesistolico (cm) 32017 35+0.18 0.237

Masa del ventriculo izquierdo indexada (g/m?) 88.718 £4.45 141.82 £ 8.64 <0.001

Las variables se expresan como media + error estandar de la media (SEM) y se comparan
utilizando la prueba t de Student, con significacién estadistica si p < 0.05.

Tabla 14. Variables ecocardiogréaficas cuantitativas con distribucién no normal.

Grupo control Grupo HVI

(n=35) (n=35)
Grosor pared posterior (cm) (0.8;3.0) . 11 21 3 <0.001
Grosor septo (cm) (0.5?:91 0) (1_151;21 ) <0.001
Fraccion de eyeccion (%) (536_162) (53_7651_ 61) 0.927

Las variables se expresan como mediana (percentil 25 - percentil 75) y se

comparan utilizando la prueba U de Mann-Whitney, con significacion estadistica si
p <0.05.



Mediante la prueba x* de Pearson, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion de las variables
ecocardiograficas de disfuncion sistolica y disfuncion diastdlica.

La prueba t de Student no mostr6 diferencias estadisticamente significativas
en la distribucién de las variables ecocardiograficas diametro telediastélico y
diametro telesistélico. Sin embargo, la masa del ventriculo izquierdo indexada
por superficie corporal (MVIsc) en el grupo HVI fue significativamente superior
a la del grupo control (p < 0.001).

Utilizamos una prueba no paramétrica como la prueba U de Mann-Whitney
para comparar variables que no siguieron una distribucion normal. El grosor de
la pared posterior (PPVId) y el grosor del septo interventricular (SIVd) en el
grupo HVI fueron significativamente superiores a los del grupo control
(p < 0.001). No encontramos diferencias estadisticamente significativas al

comparar la fraccién de eyeccion en ambos grupos.

4.2 Estudio de las variables bioguimicas

Utilizando la prueba t de Student o la prueba U de Mann-Whitney en funcion
de la distribucion de las variables, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de las variables bioquimicas analizadas en el
estudio (hematies, hemoglobina, hematocrito, plaquetas, leucocitos, INR,
TTPA, glucemia, ALT, creatinina, filtrado glomerular, bilirrubina total, GGT,

proteinas, troponina T y CK) (Tablas 15y 16).
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Tabla 15. Variables bioquimicas con distribuciéon normal.

Grupo control Grupo HVI

(n=35) (n=35)
Hematies (x106/uL) 449 +0.12 443+0.13 0.696
Hemoglobina (g/dL) 13.42 £ 0.34 12.94 £ 0.35 0.333
Hematocrito (%) 39.83 £0.94 38.61£0.99 0.375

Plaquetas (x10%/pL) 195514 £ 9918 211147 + 11432 0.305

Leucocitos (x103/uL) 6966 + 364 7538 + 437 0.318
TTPA (s) 35.29+£0.85 36.73 £0.96 0.267
Proteinas (g/dL) 6.93+£0.10 6.89+£0.13 0.843

TTPA: Tiempo de tromboplastina parcial activado. Las variables se expresan
como media + error estandar de la media (SEM) y se comparan utilizando la
prueba t de Student, con significacion estadistica si p < 0.05.

Tabla 16. Variables bioquimicas con distribucién no normal.

Grupo control ~ Grupo HVI

(n=35) (n=35) i
LI (0.;7'92 1) (0.913'? ?.12) 0227
Glucemia (mg/dL) © 19_789) (11 ;9%33) 0.667
ALT (uiL) 229 i 0.705
Creatinina (mg/dL) (0_7%'?1 06) (0_8%'?15_2 " 0.223
Filtrado glomerular (mL/min) (6 16_16 1 ( 476_16 1 0.406
Bilirrubina total (mg/dL) (Og-?g_g) (0.2-_50982) 0.771
GGT (uiL) e N 0.971
Troponina T (ng/L) (7.(] -5.258.5) (9.3 5_3'2%.0) 0.559
CK (UIIL) (395_08 ) (336_07 Y 0.849

INR: International Normalized Ratio; ALT: Alanina aminotransferasa; GGT:
Gamma glutamil transpeptidasa; CK: Creatinquinasa. Las variables se
expresan como mediana (percentil 25 - percentil 75) y se comparan utilizando
la prueba U de Mann-Whitney, con significacion estadistica si p < 0.05.



4.3 Estudio del estatus antioxidante y parametros de estrés

oxidativo

A continuacién, analizamos los resultados obtenidos del analisis de los

biomarcadores plasmaticos de dafio oxidativo y los de defensa antioxidante.
4.3.1 Biomarcadores plasméaticos de dafio oxidativo

Los niveles plasmaticos de carbonilos y MDA se reflejan en la Tabla 17.

Tabla 17. Biomarcadores plasmaticos de dafo oxidativo.

Grupo control Grupo HVI

(n=35) (n=35)
Carbonilos (nmol/mg proteina) 0.48 £ 0.04 0.53£0.04 0.454
MDA (uM) 2.98+£0.19 3.54 +£0.20 0.054

MDA: Malondialdehido. Las variables se expresan como media * error
estandar de la media (SEM) y se comparan utilizando la prueba t de Student,
con significacién estadistica si p < 0.05.

El analisis de los biomarcadores plasmaticos de dafio oxidativo mediante la
prueba t de Student mostro:
- Concentracion plasmética de carbonilos. No hubo diferencias significativas
en los niveles de carbonilos entre el grupo control y el grupo HVI (p = 0.454)

(Figura 15.A).

- Concentracion plasmética de MDA. No hubo diferencias significativas en los

niveles de MDA entre el grupo control y el grupo HVI (p = 0.054) (Figura 15.B).
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Figura 15. Distribucion de los niveles de biomarcadores plasmaticos de dafio
oxidativo en el grupo control y en el grupo HVI. A) Niveles plasmaticos de carbonilos
totales. B) Niveles plasmaticos de MDA.

4.3.2 Biomarcadores plasmaticos de defensa antioxidante

Los niveles plasmaticos de GSH, actividad SOD, actividad catalasa y

capacidad antioxidante total (TAC) se reflejan en la Tabla 18.

Tabla 18. Biomarcadores plasmaticos de defensa antioxidante.

Grupo control ~ Grupo HVI

(n=35) (n=35) ;
GSH (umolimg proteina) 67.78+219 63141142 0.082
Actividad SOD (mU SOD/mg proteina) 20.61+£0.85 18.83 £ 0.46 0.074
Actividad catalasa (U catalasa/mg proteina) 8.89 £ 0.81 8.32+£0.52 0.559
TAC (Trolox uM) 030£001  0.27 +0.009 0.066

GSH: Glutation reducido; SOD: superoxido dismutasa; TAC: Capacidad antioxidante total.
Las variables se expresan como media + error estdndar de la media (SEM) y se comparan
utilizando la prueba t de Student, con significacion estadistica si p < 0.05

El analisis de los biomarcadores antioxidantes plasmaticos mediante la

prueba t de Student mostro:

- Concentracion plasmatica de GSH. No hubo diferencias significativas en los

niveles de GSH entre el grupo control y el grupo HVI (p = 0.082) (Figura 16.A).



- Actividad SOD. La actividad SOD, estimada mediante el parametro SOSA,
no mostro diferencias significativas entre el grupo control y el grupo HVI (p =

0.074) (Figura 16.B).

- Actividad catalasa. No hubo diferencias significativas en la actividad catalasa

entre el grupo control y el grupo HVI (p = 0.559) (Figura 16.C).

- Capacidad Antioxidante Total (TAC). No hubo diferencias significativas en la

TAC entre el grupo control y el grupo HVI (p = 0.066) (Figura 16.D).
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Figura 16. Distribucion de los niveles de biomarcadores plasmaticos de defensa
antioxidante en el grupo control y en el grupo HVI. A) Concentracién plasmética de
GSH. B) Actividad SOD. C) Actividad catalasa. D) Capacidad antioxidante total
(TAC)
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4.4 Estudio de nuevos biomarcadores de estrés oxidativo

plasmatico: Indice de proteinas tioladas

Los niveles plasmaticos de tioles totales, proteinas tioladas y el indice de

proteinas tioladas (IPT) se reflejan en la Tabla 19.

Tabla 19. Tioles totales, proteinas tioladas e indice de proteinas tioladas.

Grupo control ~ Grupo HVI
(n=35) (n=35) P

Tioles totales (umol/mg proteina) 7.819£0.35 6.970+0.39 0.079

Proteinas tioladas (umol/mg proteina)  0.079 £0.005 0.102 £ 0.006 0.010

indice de proteinas tioladas 0.010 £0.0006 0.014 +0.0009 0.001

Las variables se expresan como media + error estdndar de la media (SEM) y se
comparan utilizando la prueba t de Student, con significacion estadistica si p < 0.05.

El andlisis de estos biomarcadores plasmaticos de estrés oxidativo mediante
la prueba t de Student mostro:
- Concentracion plasmética de tioles. No hubo diferencias significativas en los
niveles de tioles entre el grupo control y el grupo HVI (p = 0.079) (Figura 17.A).
- Concentracion plasméatica de proteinas tioladas. ElI grupo HVI mostré un
aumento significativo en los niveles de proteinas tioladas con respecto al grupo
control (p = 0.01) (Figura 17.B).
- Indice de proteinas tioladas (IPT). El IPT, calculado como el ratio entre
proteinas tioladas/tioles totales, fue significativamente mayor en el grupo HVI

con respecto al grupo control (p = 0.001) (Figura 17.C).
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Figura 17. Distribucién de los niveles de biomarcadores plasmaticos de estrés oxidativo en
el grupo control y en el grupo HVI. A) Concentracion plasmatica de tioles totales. B)
Concentracién plasmatica de proteinas tioladas. C) Indice de proteinas tioladas (IPT).

Tras obtener este resultado sobre el IPT, utilizamos el andlisis de regresion
logistica para medir el grado de asociacion entre las variables HVI e IPT y
buscar variables de confusion mediante la creacion de un modelo con
determinadas variables (sexo, edad, habito tabaquico, HTA, DM, DL, ERC y
patologia coronaria y/o vascular) (Tabla 20). El andlisis mostré una asociacion
positiva entre IPT e HVI (p < 0.01) (OR = 1.24 [IC 95%, 1.05 - 1.47])
independientemente del sexo (OR = 2.62 [IC 95%, 0.61 - 11.30]), edad (OR =
1.06 [IC 95%, 0.99 - 1.13]), habito tabaquico (OR = 2.24 [IC 95%, 0.32 -
15.46]), DM (OR = 1.60 [IC 95%l, 0.36 - 6.98]), HTA (OR = 1.59 [IC 95%, 0.33 -
7.55]), DL (OR = 0.86 [IC 95%, 0.21 - 3.51]), ERC (OR = 0.40 [IC 95%, 0.09 -

1.68)), y patologia coronaria y/o valvular (OR = 4.20 [IC 95%, 1.10 - 15.90]).
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Tabla 20. Andlisis de regresion logistica.

OR (IC 95%) p
IPT 1.247 (1.053-1.476) 0.011
Sexo 2.938 (0.611-11.303) 0.194
Edad 1.063 (0.996-1.134) 0.065
HTA 1.599 (0.339-7.555) 0.553
DM 1.605 (0.369-6.986) 0.528
DL 0.863 (0.212-3.512) 0.837
Habito tabaquico 2.247 (0.327.15.465) 0.411
Enfermedad renal crénica 0.404 (0.097-1.680) 0.213
Patologia coronaria y/o valvular 4.200 (1.109-15.903) 0.035

Las variables se expresan como razén de probabilidad (odds ratio) y el
intervalo de confianza (IC) del 95%, con significacion estadistica si p < 0.05.

El siguiente paso fue realizar un analisis de la especificidad y sensibilidad del
IPT como herramienta para el diagndstico de la HVI. Como los valores del IPT
son numéricos, la sensibilidad y la especificidad varian en funcion del punto de
corte elegido para clasificar a la poblacion. Para ayudarnos en la eleccién del
punto de corte disefilamos una curva ROC (Receiver Operating Characteristics)
(Figura 18), representando en ordenadas la sensibilidad y en abscisas 1 -
especificidad de todos los valores observados en nuestra prueba diagndéstica
(IPT). El area bajo la curva (AUC) ROC es una medida global de la exactitud de
una prueba diagnéstica. Por ello, calculamos el AUC del IPT para el
diagnéstico de la HVI, que resultd ser 0.75. Es decir, que existe un 75% de

probabilidad de que, si cogemos al azar un individuo sano y un individuo con

HVI, encontremos valores de IPT méas altos en el individuo con HVI.
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Figura 18. Curva ROC del IPT, donde el area bajo la
curva (AUC) es 0.75.

Por dltimo, realizamos una representacion de diferentes puntos de corte del
IPT como biomarcador predictor de HVI y calculamos, para cada uno de ellos,
la sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo, valor predictivo positivo,
razon de verosimilitud positiva y razén de verosimilitud negativa (Tabla 21).

Si establecemos un punto de corte del IPT de 12 para el diagndstico de la
HVI, tendriamos una sensibilidad del 70.6% y una especificidad del 68.6%.
Ademas, tendriamos un valor predictivo positivo del 68.6%, es decir, del total
de pacientes con resultado positivo para HVI, el 68.6% serdn pacientes
enfermos, y un valor predictivo negativo del 70.6%, es decir, del total de
pacientes con resultado negativo para HVI, el 70.6% seran pacientes sanos.
Por ultimo, la razon de verosimilitud nos indica cuanto es mas probable obtener
un determinado resultado positivo o negativo en presencia de HVI. Para este
nivel de corte, seria 2.25 veces mas probable encontrar un resultado positivo

en el grupo de pacientes con HVI que en el grupo de pacientes sanos y seria
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0.43 veces mas probable encontrar un resultado negativo en los pacientes

sanos que en los pacientes con HVI.

Tabla 21. Representacion de los niveles de corte del IPT como biomarcador de HVI.

;’:r't‘::; Sensibilidad Especificidad VPP VPN RV+ RV-
IPT (x109) % (IC95%) % (IC95%) % (IC95%) % (IC95%)  (IC 95%) (IC 95%)
: 94.1 28.6 56.1 83.3 1.32 0.21

(80.3-99.3) (14.6-46.3) (42.4-69.3) (51.6-97.9) (1.05-1.65) (0.049-0.87)
- 82.4 429 58.3 714 1.44 0.41

(65.5-93.2) (26.3-60.6) (43.2-72.4) (47.8-88.7) (1.04-2.00) (0.18-0.94)
- 70.6 68.6 68.6 70.6 2.25 0.43

(52.5-84.9) (50.7-83.1) (50.7-83.1) (52.5-84.9) (1.32-3.84) (0.24-0.76)
B 58.8 85.7 80.0 68.2 412 0.48

(40.7-754) (69.7-952) (59.3-93.2) (52.4-81.4) (1.74-9.72) (0.31-0.73)
= 29.4 91.4 76.9 57.1 3.43 0.77

(15.1-475) (76.9-98.2) (46.2-95.0) (43.2-70.3) (1.03-114) (0.61-0.98)
- 11.8 94.3 66.7 52.4 2.06 0.94

(3.3-27.5) (80.8-99.3) (22.3-95.7) (39.4-65.1) (0.40-10.5) (0.81-1.08)

Representamos los niveles de corte y su correspondiente sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN), razén de verosimilitud positiva
(RV+) y raz6dn de verosimilitud negativa (RV-).

4.5 Indicador global de estrés oxidativo en la hipertrofia

ventricular izquierda

45.1 Estandarizacion de los parametros originales y normalizados

Para el calculo del OXY-SCORE en ambos grupos (grupo control y grupo
HVI) se han incluido los biomarcadores plasméaticos prooxidantes (carbonilos,
MDA) y los biomarcadores plasmaticos antioxidantes (Tioles totales, GSH,
actividad SOD, actividad catalasa, TAC).

Una vez comprobada la distribucion normal de los mismos, se ha procedido
a su estandarizacion de forma individual con los siguientes resultados en el

grupo control (Tabla 22) y en el grupo HVI (Tabla 23).
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Tabla 22. Estandarizacion y sumatorio (X) de los biomarcadores plasméaticos de dafio
oxidativo y de defensa antioxidante en el grupo control (n=35).

MDA Carbonilos Tioles GSH SOD Catalasa TAC
-0,94921121 | -1,24633055 | 1,35538424 -0,69608597 @ 0,43819526 0,49712545 | 1,43437209
-1,61047343 | -0,862725243 | -0,87696524 « -0,46730224 : 0,22321646 = 0,28687064 : -0,07198856
-1,55580909 | -2,045508274 1,01022279 -6,16693581 3,47093194 : 3,12531056 : -4,75304478
-0,28794898 = -2,045508274 -0,30576886 0,03941136  -0,26048585 | 0,28687064 | -0,2177654
0,92436509 0,296082457 ' 0,00782915 -6,16693581 @ 2,49584951 & 0,89135322 ' -0,71988562
-2,88362363 | 0,999358854 | 0,82949667 | -6,16693581 | 2,5419164 | 1,23301728 | -0,91425473
-2,88362363 | 0,076308583 | -0,17951511 | -0,26299743 | -0,06854049 | -0,21248453 | -0,88185988
-0,45370538 : 0,240140016 = -0,7008209 @ 1,42877824  -1,16390867 : 0,23430694 : 1,15901584
-0,61858009 | -0,790799248 -0,23958746 1,46963921 -1,06665636 | 2,59967354 | -0,34734481
-1,44559871 « -1,486083867 -1,2669264 = 0,66051682  -0,79537358 : -0,10735712 | -4,75304478
-1,00475723  -0,886700575 1,08302233  -0,82685989 @ 0,09269361 | 0,49712545 | -0,86566245
-1,55580909 | -0,658934923 -0,28387809  -1,65236431 1,57963033 : 0,4708436 : 0,83506731
-0,67412612  0,128255135 1,28563923  -1,97106099  2,19641475 | 1,83749986 = 2,26044083
0,86881906 -2,045508274 | 0,15393732 = -0,22213647 = -0,22209678 -0,89581266 = -4,75304478
-0,12307427 | -2,045508274 | -1,08620027 | 2,00902274 | -5,04120493 | -0,42273934 | 1,32099011
0,48352361 | 0,699667207 | 3,4726799 |-1,97925202 | 2,17849985 | 1,20673543 | -0,13677827
-1,27984232 | -1,150429223 | -0,57405807 | 1,17542144 | -0,85423683 | 0,62853471 | 0,38153938
0,59373398 -1,126453892 | -0,72423893 | -0,30385839 | 0,03894891 0,12917954 -1,59454664
0,64839832 -2,045508274 | -1,43543442  -0,92496386 = 0,85279724 2,12660022  -0,80087275
0,04268213 0,519852219 | 0,00782915 = 0,56862673 -0,53176862 -1,028536  2,29283569
0,42797758  1,50284082 | -0,34598679 = 0,40264084 = -0,47546465 -1,05876013 2,35762539
-1,16963195  0,052333251 -0,57303989 | 2,93978652 | -5,04120493  -1,06927287 = -0,05579114
-1,05942158 . 0,376000229 = 0,24099131 = 0,54490101  -0,82608484 : -1,16441317 | 0,15477541
-0,56391575 . 1,007350631 -0,78227493  -0,11894841  -0,13508155 : -1,19963085 | 2,08226914
-0,56391575 | 0,212168796 | -0,58118529 | 1,80951956 | -5,04120493 | -2,26246891 | -0,7684779
0,75860869 | 0,312066011 | 0,55204388 | 0,8295155 | -0,89006663 | -2,26246891 | 0,49492136
-2,88362363 0,45991389  -0,14998803 0,86105565 = -1,0001153 | -2,26246891 | -0,81707017
1,36520657 = 0,851510975 | 0,70375201 -0,39556018 0,19762374  -0,98543377 = 0,6406982
0,48352361 1,410935382 | 0,96542308 = 0,14184621 -0,21441896 -0,94522254 -0,81707017
-2,88362363 | -2,045508274  1,8486902  -0,12685699  -0,12740373 : -0,81959529 : -0,39593709
0,31776721 1,247103948 | 1,68680032 @ -0,89351786 @ 0,6403777  -1,14549024  -0,78467532
1,03457546 = 0,284094791 | -0,24722378 0,84533265 -0,70068054 -1,05797168 1,48296437
0,97902944 -0,547050042 | -0,30882339 = 1,92814817  -5,04120493 -2,26246891 0,44632908
-2,88362363 | -0,075535185 | 1,25611214 | -0,73544054 | 0,407484 | -0,90553694 | -0,60650363
-1,50026306 | -0,72686503 | 1,31363905 | 0,79788121 | -0,73906961 | -0,70237823 | 0,72168533

Z = |-0,62588547 | -0,318713549 | 0,20318791 | -0,33217055 | -0,36804837 | -0,19198468 | -0,19971684

MDA: Malondialdehido; GSH: Glutation reducido; SOD: Superdxido dismutasa; TAC: Capacidad

antioxidante total.
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Tabla 23. Estandarizacién y sumatorio () de los biomarcadores plasmaticos de dafio oxidativo
y de defensa antioxidante en el grupo HVI (n=35).

MDA Carbonilos  Tioles GSH SOD Catalasa TAC
-0,67412612 | -2,045508274 @ -0,50940393 A -0,87572357 0,55592175 @ 0,68109841 . 0,60830335
0,86881906 -0,451148715 -0,60816694 | 0,442372  -0,59063187  -0,73812155 -0,94664959
-0,12307427 | -0,595000705 = -1,2669264  -0,36731528 0,1387605 ; 0,02405213 | -0,68749076
0,48352361 = -0,75483625 @ -3,77774684 | -1,56301626 = -5,04120493 | -2,26246891 -1,06003157
-1,27984232 | -0,666926701 ' -0,40300461 | 0,66833125 @ -0,62902094 i 0,99648062 : -0,50931907
0,59373398 ' -1,098482671 @ -1,78517766 i -6,16693581 | -1,70903349 | 0,26058879 ' -0,10438341
0,64839832 -1,19038811  -1,07194582 -6,16693581 @ -1,23556827 = -0,47530304 0,17097283
0,04268213 | -0,734856807 | -0,59187614 | -6,16693581 | -0,99755603 | 0,5234073 | -0,34734481
0,42797758 = -1,174404555  -0,78074766 0,92253539 = -0,88750736 = 1,02276247 -0,2177654
-1,16963195 | -0,423177495 | -1,89870421 | -0,19784585 | -0,03015142 | 1,02276247 | 1,32099011
-1,05942158 | 0,995362965 @ -3,77774684 -1,2109906 -5,04120493 -2,26246891 @ 0,89985702
-0,56391575 | -0,127481737  -0,42642264 | 0,39529716  -0,51897227 -2,26246891 : -1,18961098
-0,56391575 | -1,230346996 @ -0,42438629 | 0,35001116 @ -0,49082028 0,94391692 : -1,18961098
0,75860869 = 0,643724767  -0,40504096 -0,94944277 . 0,70947803 = -0,39645748 -0,10438341
-2,88362363 | -0,431169272 | -0,03595239 | -0,08317153 | -0,27072293 | 0,18174324 | -1,70792862
1,36520657 | -1,150429223  -0,96707376 0,47259405 : -0,53688717 : -0,10735712 0,46252651
0,48352361 | -2,045508274 | -1,04089147 | 0,37449008 | -0,50105736 | 0,20802509 | 0,34914452
-2,88362363 | -2,045508274 @ -0,6468576 | 0,47259405 -0,62134312 0,5234073 | 1,013239
0,31776721  -1,206371664 @ -0,16424248 -0,58169411 -0,09157393  -0,18620268 -0,5255165
1,03457546 | -1,030552565 @ -0,3948592 -6,16693581 : -0,92333716 | 0,99648062  0,0899857
0,97902944 = 0,539831663 = 0,35757239  0,562507  -0,77489941 1,02276247 1,11042356
-2,88362363 | 1,259091614 = 0,08979227 = -0,81452628 0,46890652 @ -1,63932622 = -0,86566245
-1,50026306 | 0,655712432 @ -0,38518654 : 0,26038066  -0,39356796 -1,53446164 : -0,81707017
-2,88362363 | 2,038289895 | -3,77774684 | -0,34029432 | 0,08245653 | -0,14362608 | 0,89985702
-2,88362363 | 1,870462573 | 0,63909787 | -0,56154608 & 0,33326513 -0,53995639 : -0,41213452
-2,88362363 | 1,498844931 | -0,25078739 | 0,43427513 | -0,62390239 | -0,22930491 | 0,43013166
-2,88362363 | 1,454890156 @ -0,73136616 | -1,43101841 = 0,85791578 -0,10998531 | -1,7565209
0,92436509 = 0,140242801 . 0,60549809 0,0707632 : -0,39100869 @ -0,75757012 -1,06003157
-1,05942158 | 0,543827551 @ 2,05436162 : -0,65644896 @ 0,2104201  -1,21802815 : -4,75304478
0,48352361 0,180201687 | 1,14054924 0,7425212  -0,63669875 : -0,68976294 @ -1,1410187
0,64839832 | 0,252127682 | 0,16106454 | -0,44301162 | 0,06966017 | -0,43456617 | 0,3329471
1,03457546 = 0,17220991 = 2,02076184 0,58444388 : -0,70068054 & 0,26321698 -0,31494996
-0,0128639 | 1,107247846 | 0,78927874 | -0,98842074 | 0,69156313 | -1,04719612 | -4,75304478
-2,88362363 | 1,886446127 « -0,18053329 : -0,92515216 = 0,73507075  -0,75389066 : -4,75304478
0,31776721  -2,045508274  -3,77774684 | -1,63833601 = 1,41839623 | -2,26246891 -4,75304478

\z: ‘ -0,56179971 | -0,148831199 | -0,63493041 | -0,90121662 | -0,49615819 | -0,32515107 | -0,79086846

MDA: Malondialdehido; GSH: Glutation reducido; SOD: Superdxido dismutasa; TAC: Capacidad
antioxidante total.
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4.5.2 Célculo del indicador global de estrés oxidativo (OXY-SCORE)

Tras estandarizar los parametros de forma individual hemos calculado el
OXY-SCORE (indice global de estrés oxidativo) en el grupo control y en el
grupo de pacientes con hipertrofia ventricular izquierda. El célculo del OXY-

SCORE se realiza con la ecuacion:

OXY-SCORE = X' antioxidantes — 2 dafio oxidativo

Los resultados numéricos del OXY-SCORE se reflejan en la Figura 19.
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Figura 19. indice global del estrés oxidativo en la hipertrofia ventricular
izquierda.

El grupo control muestra un valor del OXY-SCORE proximo a cero
(0,05586649 * 0,65), expresado como media + SEM, lo que indica un equilibrio
entre los sistemas de defensa antioxidante y el dafo oxidativo. Sin embargo, en
el grupo HVI el valor del OXY-SCORE es negativo (-2,43769382 + 0,57),
mostrando un predominio del dafio oxidativo. Se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas en el OXY-SCORE entre ambos grupos de

estudio (p = 0.005).
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5

DISCUSION
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran un indicador
integral (OXY-SCORE) que tiene en cuenta tanto el dafio oxidativo como el
sistema de defensa antioxidante en los pacientes con HVI. Este indicador
podria, en un futuro, servir como diagnadstico de la HVI, como diana terapéutica
en la busqueda de nuevos tratamientos y como herramienta para el
seguimiento de las diferentes terapias que produzcan regresion de la HVI.
También proponemos el IPT, que tiene en cuenta tanto el dafio oxidativo como
la defensa antioxidante, como nuevo biomarcador de estrés oxidativo en los
pacientes con HVI. Hasta el momento actual, no existen en la literatura trabajos
similares (0o no hemos sido capaces de encontrarlos) que estudien el estrés
oxidativo en los pacientes con HVI teniendo en cuenta el dafio oxidativo y la
defensa antioxidante. Para llegar a estos resultados, hemos realizado un
estudio en seres humanos, observacional, prospectivo, comparando dos
grupos. En el grupo control se han incluido pacientes sin HVI y en el grupo

experimental se han incluido pacientes con HVI.

A continuacién, analizaremos los resultados obtenidos en el presente

estudio.

5.1 La hipertrofia ventricular izquierda es un problema en la

practica clinica

Las estimaciones sobre la prevalencia de la HVI indican que es una
patologia sobre la que debemos realizar un minucioso despistaje en pacientes
con HTA, cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca, valvulopatias y otras

enfermedades cardiovasculares®™.
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En una primera fase, el aumento de la masa del VI constituye un mecanismo
de adaptacién frente a la carga hemodinamica del ventriculo. Sin embargo, el
aumento de la masa del VI es la expresion mas importante de la remodelacion
cardiaca y supone un estado patoldgico que esta directamente relacionado con

complicaciones cardiovasculares'®™*°.

La HVI es un factor de riesgo de
morbimortalidad independiente y es considerado como dafio de 6rgano diana
que empeora el prondstico de los pacientes®®.

En la literatura (estudios en seres humanos y en modelos animales)
encontramos estudios sobre la regresion de la HVI tras tratamientos cronicos
con farmacos antihipertensivos y su implicacion en el prondstico de los
pacientes® . Desde hace diez afios, nuestro grupo de investigacién desarrolla
una linea de investigacion centrada en la busqueda de nuevas terapias que
produzcan regresién de la HVI tras tratamientos de corta duracién®*"". El
esmolol, B-bloqueante cardioselectivo, produjo disminucion de la masa del
ventriculo izquierdo estudiada mediante ecocardiografia transtoracica, revirtié
el metabolismo de la glucosa del ventriculo izquierdo estudiado mediante
estudio PET/TC y disminuy6é el area del cardiomiocito estudiado mediante
técnicas de histologia tras 48 horas de tratamiento en un modelo experimental
de rata con hipertrofia ventricular izquierda secundaria a la hipertensién arterial
esencial (SHR, spontaneously hipertensive rat)®. La dronedarona, bloqueante
multicanal, produjo similar efecto tras dos semanas de tratamiento en la
SHR"".

La literatura nos muestra que la regresion de la HVI es un factor

68-70

determinante en el prondstico de los pacientes™ ", por lo que es importante

contar con un metodo diagnostico 6ptimo en nuestra practica clinica diaria.
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5.2 Los métodos diagndsticos en la hipertrofia ventricular

izquierda son insuficientes

El hecho de que la prevalencia de la HVI varie en funcion del método
diagnéstico utilizado se debe a la variabilidad en la sensibilidad y especificidad
de las pruebas de las que disponemos.

La electrocardiografia es la prueba complementaria mas accesible y rentable
para el diagnostico de algunas patologias cardiacas debido a su bajo coste e
inocuidad. Sin embargo, en la practica disponemos de numerosos criterios

diagndsticos que ofrecen distinta sensibilidad y especificidad***

y que en
ningun caso son suficientes para el cribado de la HVI en fases tempranas.

La ecocardiografia es una prueba que, a diferencia del ECG, presenta
elevada sensibilidad y especificidad para el diagndstico de la HVI. Sin embargo,
es una herramienta menos accesible y presenta importantes limitaciones como
la ventana acustica del paciente o la reproducibilidad (variabilidad
interobservador e intraobservador)®®>2,

La resonancia magnética cardiaca es una prueba de imagen mas precisa,

5455 siendo una

reproducible y con menos variabilidad que la ecocardiografia
herramienta util en el &mbito de la investigacién clinica. Sin embargo, presenta
limitaciones considerables como un elevado coste o el empleo de mayor tiempo
para adquirir y analizar datos que dificultan su uso rutinario en la clinica®®.

A nivel biomolecular, se ha intentado validar la utilizacion de analisis
bioquimicos para el diagnoéstico de la HVI. El propéptido natriurético cerebral N-
terminal (NT-proBNP) ha sido objeto de varios estudios, encontrandose

resultados contradictorios que impiden su recomendacion para el uso de forma

rutinaria en el cribado de la HVI***®, En este sentido, la heterogeneidad de las
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poblaciones incluidas (incluso pacientes con insuficiencia cardiaca o fibrilacion
auricular asociadas), el tipo de péptido natriurético analizado, el criterio para
calcular la masa del ventriculo izquierdo y el método para confirmar la HVI
(ecocardiografia o resonancia magnética cardiaca), podrian explicar la
discrepancia en los resultados de los diferentes estudios. La mayor parte de los
estudios (incluido el nuestro) han evaluado la HVI mediante ecocardiografia.
Sin embargo, hemos encontrado un estudio en el que se reclutaron 27
pacientes de forma consecutiva, que muestra una correlacion entre el NT-
proBNP y la masa del ventriculo izquierdo calculada mediante resonancia
magnética (r = 0,59) y un area bajo la curva ROC para la deteccién de HVI de
0,87 (IC 95%, 0.73 - 1; p < 0.05), lo que mostraria la posibilidad de diagndstico
de HVI mediante la determinacién de NT-proBNP'"®. Sin embargo, Gnicamente
participaron en este estudio pacientes con hipertension arterial y funcion
sistélica conservada. Los mismos autores, en un estudio posterior con 336
pacientes, 94 de ellos con HVI, muestran la superioridad del NT-proBNP
(sensibilidad del 76% y especificidad del 65%) frente al ECG (sensibilidad del
25% vy especificidad del 94%) en la deteccion de HVI, diagnosticada por
ecocardiografia, en pacientes hipertensos sin fibrilacién auricular, valvulopatia
ni disfuncién sistélica*®, lo que permitiria seleccionar mejor a los candidatos a la
realizacion del estudio ecocardiografico. Otros autores no muestran resultados
similares en la cuantificacion del péptido natriurético tipo B (BNP) y su
correlacion con la HVI en los pacientes con HTA: area bajo la curva ROC para
la deteccion de HVI de 0,58 (IC 95%, 0,52 - 0,64), sensibilidad del 50% vy
especificidad del 69%*. Por ultimo, en el Dallas Heart Study, ni el BNP ni el

NT-pro-BNP discriminaron a los pacientes con HVI o disfuncién sistélica*’. No
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olvidemos la variabilidad del valor del NT-proBNP en el diagnéstico de la HVI
con respecto al sexo, mostrando mayor sensibilidad en la mujer (88%) que en
el hombre (62%)*"°.

A pesar de que las guias de practica clinica reconocen que la HVI es un dafio
de 6rgano diana que influye en el pronostico de los pacientes, no disponemos de
un método diagndstico 6ptimo y los algoritmos de tratamiento de la HTA siguen sin
incorporar la HVI o la masa del VI en la toma de decisiones en la practica clinica®®.

Por lo anteriormente descrito, es necesario encontrar un método diagndéstico
accesible, coste-efectivo, poco invasivo, reproducible y que presente una

sensibilidad y especificidad adecuadas desde fases iniciales de la HVI.

5.3 Los biomarcadores de estrés oxidativo ofrecen ventajas

para el diagndstico de enfermedades cardiovasculares

La utilizacion de los biomarcadores de estrés oxidativo/nitrosativo en la
practica clinica surge tras el hallazgo de que existe un incremento del estrés y
dafio oxidativos en condiciones patolégicas. Estos biomarcadores pueden ser
medidos y utilizados como indicadores de enfermedades cardiovasculares
como la HVI, asi como indicadores de la respuesta bioldgica al tratamiento de
las patologias con las que estan vinculados.

Hasta el momento actual, no hemos encontrado estudios que vinculen
biomarcadores de estrés oxidativo con la HVI en la practica clinica. Por ello,
nuestro grupo de investigacion plantea como objetivo la busqueda de
biomarcadores que puedan relacionarse con el inicio y progresion de la HVI,
siendo especificos para el estudio de esta patologia. Ademés, buscamos

moléculas que sean estables y accesibles en el plasma de nuestros pacientes
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de forma cuantitativa, asi como reproducibles, coste-efectivas y con una
sensibilidad adecuada para el diagndstico de la HVI.

La eleccion de los biomarcadores plasmaticos empleados en este trabajo se
realizé teniendo en cuenta estudios que han mostrado una buena correlacion
de los mismos en el plasma y en corazén**®. Analizamos en el plasma de los
pacientes con y sin HVI los siguientes biomarcadores: capacidad antioxidante
total, tioles totales, glutation reducido, actividad superéxido dismutasa y
actividad catalasa (biomarcadores de defensa antioxidante), carbonilos,
malondialdehido y proteinas tioladas (biomarcadores de dafio oxidativo).

Previamente, nuestro grupo de investigacion ha estudiado estos
biomarcadores en un modelo de rata hipertensa (SHR) que desarrolla HTA e
HVI, resultando de gran utilidad en la linea de investigacion que desarrollamos
desde hace varios afios buscando nuevas terapias que produzcan regresion
del remodelado cardiovascular. ElI esmolol (farmaco antiarritmico vy
antihipertensivo) produjo regresiéon de la HVI y del remodelado vascular (de las
arterias coronaria y aorta) tras 48 h de tratamiento. El estrés oxidativo es uno
de los posibles mecanismos implicados en este efecto®1918,

Por dltimo, recientemente se ha avanzado en el disefio del OXY-SCORE,
agrupando biomarcadores de dafio oxidativo y de defensa antioxidante. En
nuestro estudio, hemos recurrido al disefio de un OXY-SCORE de HVI para
mejorar el rendimiento y aumentar la sensibilidad que nos ofrecen los
biomarcadores analizados de forma individual.

A continuacion, analizaremos los resultados obtenidos en el presente trabajo

en lo referente a los parametros de estrés oxidativo:
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La distribucion de las variables demograficas, clinicas y analiticas no mostré
diferencias estadisticamente significativas, evidenciando que la distribucion de
ambos grupos es homogénea. Las diferencias encontradas en ambos grupos
en variables ecocardiograficas son esperables. Las variables ecocardiograficas
relacionadas con la HVI (MVisc, PPVId, SIvd) mostraron diferencias
estadisticamente significativas, estando aumentadas en el grupo HVI.

Lo descrito anteriormente refuerza el valor del andlisis y comparacion de los
biomarcadores plasmaticos de dafio oxidativo (carbonilos, MDA, proteinas
tioladas) y de los biomarcadores plasmaticos de defensa antioxidante (GSH,
actividad SOD, actividad catalasa, TAC, tioles totales).

En primer lugar, la concentracién plasmaética de carbonilos, la concentracion
plasmatica de MDA vy la concentracién de proteinas tioladas fueron mayores en
el grupo HVI, sin embargo, estas diferencias no resultaron estadisticamente
significativas para las dos primeras variables. En segundo lugar, la
concentracion plasméatica de GSH, la actividad SOD, la actividad catalasa, la
TAC vy los tioles totales estan aumentados en el grupo control pero tampoco
encontramos significacion estadistica en estas diferencias.

En la misma linea de estudios previos basados en la medicion individual de
biomarcadores de dafio oxidativo y defensa antioxidante, en nuestro estudio no
encontramos la significacion estadistica suficiente en ninguno de ellos debido a
que solo describen parcialmente el estado oxidativo y presentan alta
variabilidad intra e intersujetos*®>*®®, Esta evidencia respalda la necesidad de
buscar y utilizar parametros o indicadores globales que integren a los
biomarcadores de dafio oxidativo y de defensa antioxidantes. Por ello,

profundizamos en el analisis de las diferencias entre el grupo control y el grupo
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HVI mediante el estudio del indice de proteinas tioladas y el disefio de un OXY-

SCORE en la HVI.

5.4 El indice de proteinas tioladas: biomarcador plasmatico

de hipertrofia ventricular izquierda

La concentracion de proteinas tioladas fue mayor en el grupo HVI. Sin
embargo, no encontramos diferencias significativas en los tioles totales al
comparar ambos grupos (HVI/control). El indice de proteinas tioladas (IPT) es
el ratio entre proteinas tioladas/tioles totales, es decir, es el ratio ente
biomarcador asociado a oxidacion/biomarcador asociado a la capacidad
antioxidante. En la ultima década, se ha propuesto y validado el IPT como
nuevo biomarcador de estrés oxidativo’*'. Se ha asociado a determinadas
patologias en las que se sospecha un desequilibrio entre oxidantes y
antioxidantes**"3, La alcaptonuria es una enfermedad autosémica recesiva
caracterizada por un trastorno del metabolismo de la tirosina y la fenilalanina en
la que el estrés oxidativo esta presente. Aunque el tamafio muestral es
pequefio, un estudio mostré un IPT elevado de forma significativa en pacientes
con alcaptonuria (11 pacientes) con respecto al grupo control (11 pacientes)**.
El IPT elevado también se ha relacionado con los pacientes que presentan
insuficiencia renal crénica con necesidad de hemodidlisis (20 pacientes) con
respecto a los pacientes sanos (grupo control de 20 pacientes)'”*. Este estudio
también ha mostrado un descenso de los niveles de IPT en plasma tras la
hemodialisis. Por lo tanto, el IPT no soélo sirve para el diagnostico de una
patologia sino también para el seguimiento del tratamiento administrado a los

pacientes con dicha patologia.
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En nuestro estudio, encontramos un aumento del indice de proteinas
tioladas, a favor del grupo HVI, con diferencias significativas. Adicionalmente, el
analisis de regresion logistica mostré una asociacion positiva entre el IPT y la
HVI (OR = 1.24 [IC 95%, 1.05 - 1.47]) y reflej6 que el IPT es una variable
independiente del sexo, edad, habito tabaquico, HTA, DM, DL, ERC (sin
necesidad de hemodialisis) y patologia coronaria y/o vascular.

Los resultados obtenidos sugieren que el IPT puede ser un biomarcador de
estrés oxidativo util en el diagndstico de la HVI pero necesitamos analizar su
sensibilidad y especificidad para avanzar en esa linea. El disefio de la curva
ROC nos permite conocer la idoneidad del IPT como prueba diagndstica,
resultando el AUC 0.75. Podemos inferir que, si escogemos al azar un paciente
con HVI y un paciente sin HVI, tenemos un 75% de probabilidad de encontrar
un valor de IPT mayor en el paciente con HVI.

Adicionalmente, hemos representado y calculado distintos valores de corte
del IPT y su correspondiente sensibilidad, especificidad, valor predictivo
negativo, valor predictivo positivo, razén de verosimilitud positiva y razén de
verosimilitud negativa. Consideramos que el valor de corte 6ptimo del IPT para
el diagndstico de la HVI es 12. Si utilizamos ese valor de corte, obtenemos una
sensibilidad del 70.6%, una especificidad del 68.6%, un valor predictivo positivo
del 68.6% y un valor predictivo negativo del 70.6%. Ademas, obtenemos una
razon de verosimilitud positiva del 2.25 y una razén de verosimilitud negativa
del 0.43. Es decir, para un valor de corte de 12, seria 2.25 veces mas probable
encontrar un IPT >12 en el grupo de pacientes con HVI que en el grupo de
pacientes sanos y seria 0.43 veces mas probable encontrar un IPT <12 en los

pacientes sanos que en los pacientes con HVI.
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En resumen, el IPT es un parametro que refleja el desequilibrio de un
biomarcador de estrés oxidativo y un biomarcador de defensa antioxidante,
independiente de las principales variables demograficas y clinicas, y con una
buena sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de la HVI. Este es el

primer estudio que relaciona el IPT con la HVI.

5.5 EI OXY-SCORE en la hipertrofia ventricular izquierda:
desequilibrio entre los sistemas de defensa antioxidante y

dano oxidativo a favor del Gltimo

En 2006, Dean P. Jones redefinié el estrés oxidativo como el desequilibrio
entre oxidantes y antioxidantes, en favor de los primeros, que conduce a una
ruptura del control y sefializacién fisiolégica que normalmente ejerce el sistema
redox, conduciendo a un dafio molecular®®. Se han propuesto numerosos
indicadores para medir el status prooxidante o antioxidante en diversas
palologias, pero ninguno de ellos puede ser considerado como gold standard
para medir el estrés oxidativo o cambios en el status oxidativo. Los estudios
basados en la medida individual de estos indicadores arrojan resultados
contradictorios, dado que so6lo describen parcialmente el status oxidativo y
suelen mostrar alta variabilidad intra e intersujetos. Debido a ello,
recientemente se ha propuesto el uso de un indicador integral que tiene en
cuenta la naturaleza multifactorial del estrés oxidativo y que se ha denominado
OXY-SCORE. En 2010, Veglia et al.'®* definen un indicador global de estrés
oxidativo u OXY-SCORE que reune mediciones de dafio oxidativo y mediciones
de defensas antioxidantes. En la literatura encontramos diversos estudios tanto

en seres humanos como en modelo animal en los que se ha disefiado y
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calculado un OXY-SCORE para mostrar el estrés oxidativo en determinadas
enfermedades cardiovasculares: el OXyVen permitio establecer diferencias
significativas entre pacientes con insuficiencia venosa y controles sanos'’®; el
OXY-SCORE permitio establecer diferencias significativas entre los pacientes
sometidos a cirugia cardiaca con y sin circulacién extracorpérea®®®; el OXY-
SCORE permitié establecer diferencias significativas en los pacientes con
insuficiencia renal con y sin albuminuria’®'; El OXY-SCORE permitié estudiar el
estrés oxidativo en un modelo de rata con hipertrofia ventricular desarrollada
tras un periodo de restriccién alimentaria fetal'®?.

Los estudios disponibles sugieren que el OXY-SCORE aumenta la
sensibilidad que ofrecen los biomarcadores de estrés oxidativo cuando son
utilizados de forma individual.

En nuestro estudio, definimos un OXY-SCORE adaptado a la HVI en el que,
de forma anéloga al OXY-SCORE de Veglia et al., disefiamos dos indicadores
parciales: el Damage Score (DS), que resume el componente de dafio
(carbonilos, MDA); y el Protection Score (PS), que resume las defensas
antioxidantes (tioles totales, GSH, actividad SOD, actividad catalasa, TAC).
Tras normalizar y estandarizar los parametros, calculamos nuestro OXY-
SCORE restando el DS del PS y generando un numero que refleja el equilibrio
entre los sistemas oxidante y antioxidante.

En primer lugar, el OXY-SCORE del grupo control presenta un valor proximo
a cero. Esto sugiere que, en los pacientes sin HVI, existe un equilibrio entre los
sistemas de defensa antioxidante y el dafio oxidativo que se refleja en los
biomarcadores analizados. En segundo lugar, el OXY-SCORE del grupo HVI

presenta un valor negativo, reflejando un predominio del estrés oxidativo y de
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los biomarcadores de dafio oxidativo. Por ultimo, se han encontrado diferencias
significativas en el OXY-SCORE entre ambos grupos de estudio, confirmando
nuestra hipotesis de que utilizando un indicador global de estrés oxidativo
conseguimos aumentar la sensibilidad y mejorar el rendimiento que nos ofrecen

los biomarcadores de forma individual.

5.6 Donde estamos y perspectivas futuras

Antes de desarrollar este trabajo, nuestro grupo de investigacion ha
desarrollado estudios en modelo animal con HVI en los que analizamos
biomarcadores de dafio oxidativo, biomarcadores antioxidantes y su posible
utilidad como futuras dianas terapéuticas en la HVI**'®°. Este trabajo supone el
primer estudio clinico que analiza y relaciona los biomarcadores de estrés
oxidativo con la HVI en seres humanos. Por ello, es el punto de partida para
trasladar nuestra linea de investigacion al ambito clinico.

En el presente estudio, hemos analizado biomarcadores de dafio oxidativo y
biomarcadores antioxidantes en pacientes con y sin HVI. El estudio nos ha
permitido evaluar la eficacia de los biomarcadores de estrés oxidativo, del
indice de proteinas tioladas y del OXY-SCORE para el diagnéstico de la HVI en
seres humanos. Tanto el IPT como el OXY-SCORE disefiado para el
diagnéstico de la HVI ofrecen ventajas interesantes frente a otras pruebas
diagnésticas disponibles en la préactica clinica.

Tras validar la utilidad del IPT y el OXY-SCORE, el siguiente paso sera
analizar su posible rendimiento como dianas terapéuticas en la HVI y utilizar
estos indices como guia para estudiar la regresion de la HVI tras instaurar un

tratamiento. Para ello, seria necesario estudiar la correlacion que pueda tener
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la regresion ecocardiografica con la disminucion del IPT o los cambios en el
OXY-SCORE de pacientes hipertensos tras iniciar un tratamiento.
Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado estudios experimentales en

un modelo de rata hipertensa (SHR)%**"

gue sugieren que un B-bloqueante
Bi-selectivos (esmolol) y un bloqueante multicanal (dronedarona) reducen la
masa del VI tras tratamiento de corta duracion (48 horas y 2 semanas
respectivamente). Este trabajo abre la puerta a futuros estudios que analicen
los efectos de ambos farmacos antiarritmicos sobre los parametros de estrés

oxidativo (IPT y OXY-SCORE) en la rata SHR y su posterior traslado a los

seres humanos, estrechando lazos entre la investigacion basica y la clinica.

5.7 Limitaciones y fortalezas del estudio

En primer lugar, enumeramos las limitaciones que encontramos en nuestro
estudio:

- La evidencia sobre la fisiopatologia de la HVI nos dice que existen distintos
estimulos que originan diferentes patrones de HVI (concéntrica/excéntrica).
Estos patrones han demostrado tener distintas implicaciones pronésticas'®.
Sin embargo, en la practica clinica habitual el tipo de HVI no suele ser objeto
de analisis y tampoco ha sido objeto de analisis en nuestro estudio.

- La HVI se clasifica, segun las ultimas Guias de Practica Clinica de la
American Society of Echocardiography y la European Association of
Cardiovascular Imaging, en leve, moderada y grave. Los limites que establece
esta clasificacién han variado con los afios y es posible que varien en el futuro.
Por ello, en nuestro estudio no hemos diferenciado los pacientes con HVI leve,

moderada y grave ni su relacion con los niveles de biomarcadores.
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- Se han descrito multiples biomarcadores de estrés oxidativo relacionados
con enfermedades cardiovasculares. Disefiar y realizar un estudio que
analizase todos los biomarcadores existentes en la actualidad supondria una
complejidad y gastos inasumibles. Por ello, en nuestro estudio nos hemos
basado en publicaciones previas para seleccionar un numero limitado de
biomarcadores plasmaticos que han demostrado tener buena correlacion con la
patologia cardiaca™®.

- Los pacientes incluidos en el estudio pertenecen a una poblacion
determinada. Son pacientes ingresados en la planta de Cirugia Cardiovascular
del Hospital General Universitario Gregorio Marafibn pendientes de cirugia.
Esto nos ha permitido disponer de estudios ecocardiograficos detallados que
especifiquen la existencia o no de hipertrofia ventricular izquierda y permitan la
clasificacion de los pacientes en dos grupos. Sin embargo, al haber acotado
nuestra seleccibn a pacientes ingresados y no realizar una distribuciéon
aleatorizada, podemos cometer un sesgo de seleccion. Por ello, hemos
realizado un andlisis exhaustivo de las caracteristicas de los grupos de estudio,

comprobando su homogeneidad.

En segundo lugar, las fortalezas que hemos observado en nuestro estudio
son:

- Hemos disefiado y realizado un estudio clinico complejo e innovador,
analizando por primera vez la asociacion entre el IPT y la HVI en seres
humanos.

- Ademas de realizar un analisis de los biomarcadores presentes en el

plasma de los sujetos, se ha optimizado el estudio realizando un analisis de
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indicadores globales (indice de proteinas tioladas y OXY-SCORE) que tienen
en cuenta la naturaleza del estrés oxidativo.

- Los resultados obtenidos nos permiten recomendar el IPT como parametro
atil en el diagnéstico de la HVI, siendo independiente de las principales
variables clinicas estudiadas y ofreciendo una buena sensibilidad vy
especificidad. Proponemos el IPT como prueba diagndstica para la HVI por ser
una prueba accesible, de bajo coste, poco invasiva y reproducible. También
podria ser util como monitorizacion del paciente que sigue un tratamiento para
la HVI y como diana terapéutica en la terapia farmacoldgica.

- El andlisis del OXY-SCORE nos indica que hay un aumento del dafio
oxidativo en los pacientes con HVI, a diferencia de los pacientes sanos, por lo
que es una herramienta que puede ser util en el diagnéstico y como diana
terapéutica de la HVI. Para ello, necesitamos futuros estudios en el ambito de

la practica clinica que refuercen y amplien nuestros resultados.
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Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten realizar las siguientes

conclusiones:

= El estudio del estado oxidativo del paciente con HVI ha permitido
diseiar y calcular un indicador integral que tiene en cuenta tanto el

dano oxidativo como el sistema de defensa antioxidante.

= El andlisis de los biomarcadores prooxidantes plasmaticos (carbonilos,
malondialdehido) no ha mostrado diferencias estadisticamente
significativas entre los pacientes con HVI y los pacientes sin HVI. Las
proteinas tioladas muestran una elevacion estadisticamente
significativa en los pacientes con HVI con respecto a los pacientes sin
HVI.

= El analisis de los biomarcadores antioxidantes plasmaticos (capacidad
antioxidante total, tioles totales, glutation reducido, actividad superéxido
dismutasa y actividad catalasa) no ha mostrado diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes con HVI y los
pacientes sin HVI.

= El indice de proteinas tioladas (IPT) presenta una elevacion
estadisticamente significativa en los pacientes con HVI con respecto a

los pacientes sin HVI.

» El indicador global de estrés oxidativo (OXY-SCORE), calculado a
partir de los biomarcadores individuales (carbonilos, malondialdehido,
capacidad antioxidante total, tioles totales, glutation reducido, actividad
superoxido dismutasa y actividad catalasa), muestra un predominio del
dafo oxidativo en los pacientes con HVI con respecto a los pacientes
sin HVI.
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Descripcion

La ley de Laplace-Young establece que la tension parietal
es proporcional de modo directo a la presion transmural
(P) y al radio de la cavidad (r) e inversamente proporcional
al espesor de la pared (e).

Esquema de los principales patrones de hipertrofia
ventricular izquierda segun el tipo de estimulo. La
sobrecarga de presion produce un aumento del tamafio de
los cardiomiocitos predominantemente en el grosor, dando
lugar a una HVI concéntrica. La sobrecarga de volumen
produce un aumento del tamafio de los cardiomiocitos
predominantemente en longitud, originando una HVI
excéntrica.

Calculo de la masa del ventriculo izquierdo segun el
método lineal (adaptado de Lang et al.** y Armstrong et
al.>®). IVS: septo interventricular; LVID: diametro interno
del ventriculo izquierdo; PWT: espesor de pared
inferolateral.

Formula del grosor parietal relativo o cociente de masa
respecto a volumen.

Patrones de geometria ventricular en funcion de la masa
del ventriculo izquierdo indexada y el grosor parietal
relativo (adaptado de Lang et al.*9).

Abordaje de la hipertrofia ventricular izquierda mediante
intervenciones no farmacoldgicas y farmacoldgicas.

Representacion grafica del estrés oxidativo.

Reacciones catalizadas por la glutation peroxidasa (GPx) y

la glutatién reductasa (GRed)*’.

Esquema de los criterios de validacion y utilidad potencial
de los biomarcadores de estrés oxidativo/nitrosativo
(adaptado de Dalle-Donne et al.**).

El indice de proteinas tioladas es la relaciébn molar entre la
suma de los tioles de bajo peso molecular unidos
covalentemente a proteinas plasmaticas y los tioles libres
(adaptado de Dalle-Donne et al.**).
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9.1 Dictamen favorable del Comité Etico de Investigacién

Clinica

. : - N .
% Hospital General Universitario omie
Gregorio Maranon inesoacen
7

SaludMadrid u Comunidad de Madrid |

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D. Fernando Diaz Otero, Secretario del COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO GREGORIO MARANON

CERTIFICA
Que se ha evaluado la propuesta del promotor referida al estudio:

TITULO: "A plasma oxidative stress global index in patients with left ventricular hypertrophy"
Protocolo sin versionar. Hoja de Informacién al paciente y Consentimiento Informado sin versionar.
Promotor: Investigador

- El estudio se plantea siguiendo los requisitos legalmente establecidos, y su realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estén
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

- El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y medios disponibles, tal y como ha sido
informado, son apropiados para llevar a cabo e! estudio.

Este CEIC actuando como comité evaluador, emite dictamen favorable y acepta que dicho estudio sea realizado en los centros
siguientes por los investigadores principales que se relacionan a continuacién:

Dra. Maria Begofia Quintana Villamandos / Hospital General Universitario Gregorio Marafién
Y HACE CONSTAR QUE:

1° En la reunién celebrada el dia 23 de noviembre de 2015, acta 12/2015 se decidié emitir el informe correspondiente al
estudio de referencia.

2° En dicha reunion se cumplieron los requisitos establecidos en la legislacion vigente -Real Decreto 223/2004 y Decreto 39/94
de la Comunidad de Madrid- para que la decision del citado CEIC sea valida.

3° El CEIC-AL, tanto en su composicion, como en los PNT cumple con las normas de BPC (CPMP/ ICH/ 135/95)
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D* MARIA DEL CARMEN DE LA CRUZ ARGUEDAS (Unidad de Apoyo a la Investigacion)
D. RAFAEL CARRION GALINDO (Oncologia Médica)
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D. VICENTE DE LAS PENAS GIL (Psicologia Clinica)
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9.2 Consentimiento informado del paciente

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Titulo del estudio:

A plasma oxidative stress global index in patients with left ventricular
hypertrophy

Investigador principal: Dra M? Begofia Quintana Villamandos

Centro: Hospital General Universitario Gregorio Marafién

Introduccion:

Se le solicita participar en un estudio de investigacion en el Hospital General
Universitario Gregoric Marafion. El estudio ha sido aprobado por el Comité de
Etica de Investigacion Clinica (CEIC) def Hospital Gregorio Marafién. Antes de
que decida si quiere participar, es importante que entienda por qué se estd
llevando a cabo dicho estudio. Si hay algin punto de este documento que no
entienda, no le quede suficientemente claro o desee una informacion mas
detallada, conslltelo. Puede realizar todas las preguntas que desee, y el
médico encargado de explicarle este documento esta en la obligacién de

responder satisfactoriamente a todas ellas.

¢Por qué solicitan mi participacién y cual es el objetivo?

Solicitamos su participacion en este estudio para que, mediante una muestra
de sangre podamos estudiar mas en profundidad una patologia cardiaca (la
hipertrofia ventricular izquierda) que tiene una alta incidencia en nuestra
sociedad. El objetivo es estudiar a través de la muestra de sangre unos
marcadores especificos que nos ayuden a conocer y diagnosticar esta

palologia, asi como a establecer en un futuro nuevos tratamientos.

s Tengo que participar?

Su participacién es totalmente voluntaria, fa decisién de no participar no
afectara al tratamiento médico estandar. También es libre de cambiar su
decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por elio se
altere la relaciéon con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su
tratamiento.
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Si decide participar, se le pedird que firme esta hoja de consentimiento
informado.

Si usted no puede leer, es necesario un testigo imparcial {(que no participe en la
realizacion del estudio) para el procedimiento del consentimiento. El festigo
estara durante la totalidad de dicho procedimiento para confirmar mediante su
firma que se le ha facilitado una explicacién precisa, ha tenido tiempo para
considerar la informacion ha podido preguntar todas sus dudas, y se ha dado
respuesta a todas ellas y usted estd dando consentimiento voluntario para

participar en este estudio.

¢ Qué me ocurrira si participo?

Si usted participa en este estudio se le extraerd una muestra adicional de
sangre para analizar unos marcadores especificos. Estas exiracciones de
sangre se realizaran a través de un catéter previamente colocado en la practica
clinica habitual. El hecho de participar en el estudio no cambiara su tratamiento

meédico/quirdrgico para el que ha ingresado.

¢ Qué estan analizando?

Mediante la muestra de sangre queremos estudiar unos marcadores
especificos de una patologia cardiaca (hipertrofia ventricular izquierda) que nos
ayudaran a conocer mejor esta patologia, diagnosticarla y en un futuro estudiar

nuevos tratamientos.

¢ Cuales son los efectos secundarios?

No se prevé ningun efecto secundario derivado del estudio puesto que sélo se
trata de una muestra de sangre que se extraera de un catéter colocado en la
practica clinica habitual en los pacientes que ingresan en la planta para ser
intervenidos quirtrgicamente, por lo que no fe producira ninguna incomodidad

adicional.

¢ Qué beneficios obtendré si participo?
Usted no obtendrd ningun beneficio directo, sélo contribuira a ampliar el
conocimiento médico y poder mejorar en un futuro el tratamiento de una

patologia cardiaca (hipertrofia ventricular izquierda).
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¢ Se mantendra confidencial mi participacion y mis datos personales?
Toda la informacion obtenida durante el transcurso de este estudio es
estrictamente confidencial. Su identidad se mantendra ocuita en todos los
documentos recogidos relacionados con este estudio, incluyendo las muestras
de laboratoric.

Su médico del estudio recogera informacién acerca de usted. Esta informacion,
en adelante denominada datos, se registrara sin su nombre en un formulario de
recogida de datos. En estos formularios se sustituira su nombre por un cédigo.
Todos los datos que se recojan se mantendran confidenciales. Personal
autorizado introducira los datos en una base de datos informatizada. En ningtn
momento su identidad sera revelada en trabajo, informe del estudio o
publicacién. Su médico del estudio mantendra una lista confidencial que
relaciona su nombre con su ¢6digo y solo personas autorizadas tendran acceso
a esta lista.

De acuerdo con la Ley vigente (Ley organica 15/1999, de 13 de Diciembre, de
proteccion de Datos de Caracter personal y sus reglamentos posteriores), tiene
usted derecho a acceder a cualquier informacion inicial y actualizada sobre sus
datos registrados, asi como a la modificacion, oposicion y cancelacion de
datos, para lo cual debera dirigirse a su médico del estudio.

El acceso a su informacidn perscnal quedara restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias, al Comité de ética de
Investigacion Clinica y personal autorizado por el promotor, cuando lo precisen
para comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero siempre
manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacién
vigente. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna salvo
excepciones, en caso de urgencia médica o requerimiento legal. Sus datos

seran revisados solo por personal cualificado y autorizado.

¢ Quién financiara este estudio?
Este estudio no esta financiado por ninguna empresa. Ni usted ni l0os médicos

participantes en el mismo obtendra una compensacion econdémica.
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL
REPRESENTANTE LEGAL
Codigo del Estudio:

Titulo: A plasma oxidative stress global index in patients with left ventricular

hypertrophy

Yo {(nombre y apellido).....ooo o en calidad
deuiiin {relacion con el participante)
(o (ST USRS (nombre y apellidos del participante)

He leido Ja hoja de informacidn que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

Comprendo que la participacion del paciente es voluntaria.

Comprendo que puede retirarse del estudio:

1° Cuando quiera

20 Sin tener que dar explicaciones.

3% Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

- En mi presencia se ha dado ..o, {(nombre del
participante) toda Ja informacion pertinente adaptada a su nivel de
entendimiento y esta de acuerdo en participar. Presto mi conformidad para que
......................................................... (nombre del participante) participe en este
estudio y doy mi consentimiento para el acceso y utilizacién de los datos en las
condiciones detalladas en la hoja de informacidn.

SIo NO [

Firma del representante: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL SUJETO
PARTICIPANTE

Cédigo del Estudio:
Titulo: A plasma oxidative stress global index in patients with left ventricular
hypertrophy

Yo {(nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con:

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme det estudio:

1° Cuando quiera

29 Sin tener que dar explicaciones.

3¢ Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

- Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones

detalladas en la hoja de informacion.

SIO NO O

Firma del paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO ORAL ANTE
TESTIGOS
Cddigo del Estudio:

Titulo: A plasma oxidative stress global index in patients with left ventricular

hypertrophy
| o T SR (nombre y apellidos del testigo) declaro bajo
mi responsabilidad que ... e (nombre y apellidos del
participante)

Ha leido (6 se le ha leido, en el caso en que el paciente no pueda leer), la hoja
de informacion que se le ha entregado.,

Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.

Ha recibido suficiente informacion sobre el estudio.

Comprende que su participacién es voluntaria.

Comprende que puede retirarse del estudio:

19 Cuando quiera

29 Sin tener que dar explicaciones.

39 Sin gue esto repercuta en sus cuidados médicos.

- Ha expresado libremente su conformidad para participar en el estudio en este
estudio y da para el acceso y utilizacion de los datos en las condiciones

detalladas en la hoja de informacion.

SIo NO O

Firma del testigo: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:

Fecha: Fecha:
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Abstract

Background

Left ventricular hypertrophy (LVH) has been associated with oxidative stress, although not
with the protein thiolation index (PTI). This study explored the potential use of PTI as a bio-
marker of oxidative stress in patients with LVH.

Methods

We recruited 70 consecutive patients (n = 35 LVH and n =35 non-LVH) based on an echo-
cardiography study in our institution (left ventricular mass indexed to body surface area).
Plasma levels of both S-thiolated protein and total thiols were measured as biomarkers of
oxidative stress by spectrophotometry, and PTI was calculated as the molar ratio between
S-thiolated proteins and the total thiol concentration.

Results

Values for plasma S-thiolated proteins were higher in patients with L\VH than in the control
group (P =0.01). There were no differences in total thiols between the LVH group and the
control group. Finally, PTI was higher in patients with LVH than in the control group (P =
0.001). The area under the ROC curve was 0.75 (95% CI, 0.63-0.86; P<0.001), sensitivity
was 70.6%, and specificity was 68.6%, thus suggesting that PTI could be used to screen for
LVH. A multivariable logistic regression model showed a positive association (P = 0.02)
between PTl and LVH (OR = 1.24 [95% Cl, 1.03-1.49]) independently of gender (OR = 3.39
[95% Cl, 0.60-18.91]), age (OR = 1.03 [95% Cl, 0.96-1.10]), smoking (OR =5.15 [95% ClI,
0.51-51.44]), glucose (OR = 0.99 [95% Cl, 0.97-1.01]), systolic arterial pressure (OR =
1.10[C1 1.03-1.17]), diastolic arterial pressure (OR = 0.94 [Cl 0.87-1.02]), dyslipidemia
(OR =1.46 [95% Cl, 0.25-8.55]), estimated glomerular filtration rate (OR = 0.98 [95% CI,
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0.96-1.01]), body mass index (OR = 1.03 [95% Cl, 0.90-1.10]), and valvular and/or coro-
nary disease (OR =5.27 [95% Cl, 1.02-27.21]).

Conclusions

The present study suggests that PT1 could be a new biomarker of oxidative stress in patients
with LVH.

Introduction

Left ventricular hypertrophy (LVH) is a mechanism by which the heart adapts to different
types of stress [1]. LVH progresses over time, thus increasing the incidence of heart failure,
malignant arrhythmias, myocardial ischemia, systolic dysfunction, sudden death, and cerebro-
vascular complications [2-5]. Certain pharmacological treatments produce regression of LVH
and decrease the incidence of cardiovascular adverse events and mortality in affected patients
[6-11]. Therefore, early diagnosis and initiation of appropriate treatment are essential.

Electrocardiography (ECG) and echocardiography are the most widely used procedures for
the diagnosis of LVH, although ECG shows low sensitivity and echocardiography takes longer,
is more expensive, and is notalways available for technical reasons [12]. 21 studies show that
the accuracy of electrocardiographic indexes in the diagnosis of LVH is unsatisfactory [13].
The ECG shows an area under the ROC curve of 0.55 with 14.7% sensitivity and 96.7% speci-
ficity [14] and the echocardiography shows an area under the ROC curve of 0.62 with 90% sen-
sitivity and 25% specificity [15]. In clinical practice, echocardiography is the imaging
technique of choice [16]. However, the cost-effectiveness of routine echocardiography for
diagnosis of LVH has been debated [17).

Biomarkers of oxidative stress play a relevant role in diagnosis, evaluation of disease status,
and assessment of the health-enhancing effects of therapies. The protein thiolation index (PTI)
is a new biomarker of oxidative stress that is defined as the molar ratio of S-thiolated proteins
to free protein thiols in plasma [18]. The PTI can be determined easily and inexpensively and
could be used for routine for therapeutic monitoring in clinical practice [18]. LVH has been
associated with oxidative stress [19], although not with PTL The hypertrophic remodeling of
the myocardium incorporates increased cardiomyocyte growth, reactive interstitial fibrosis
and enhanced nitro-oxidative stress. Oxidative stress occurs when excess reactive oxygen spe-
cies (ROS) are generated that cannot be adequately countered by intrinsic antioxidant systems.
ROS are derived from many sources including mitochondria, xanthine oxidase, uncoupled
nitric oxide synthases and NADPH oxidases. Growing evidence implicates redox-sensitive
pathways in the development of LVH [20]. LVH shows intensified formation of ROS that
include decreased NO (nitric oxide) production due to the oxidation of the endothelial NO
synthase, reduced NO bicavailability and oxidation of the sGC enzyme (soluble guanylate
cyclase) rendering it a hem-free and NO-insensitive form [21]. The protective role of the gua-
nylate cyclase (GC)-cydlic guanosine; monophosphate (¢GMP)- protein kinase G (PKG) path-
way in the cardiovascular system has been investigated [22]. The pharmacological activation of
the sGC—cGMP pathway may exert reverse-remodeling properties in the myocardium and
the intensified formation of ROS interferes with the above mentioned pathway [23].

This study explored the potential use of PTI as a biomarker of oxidative stress in patients
with LVIL
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Materials and methods
Study participants

‘We performed a observational study of 70 patients referred consecutively to our institution (to
cardiac surgery section) in the period of time December 2015 to March 2016. When a patient
is referred to cardiac surgery section, an echocardiography study is usually performed. The
first patient, if the echocardiographic study showed LVH, this patient was included in the
LVH group and if the echocardiographic study did not show LVH, the patient was included in
the control group, and thus with the second patient referred to this section, and then with the
third and so on, and then we have done the blood test to study PTI. In the period of time
December 2015 to March 2016, 81 patients were referred to the cardiac surgery section, but we
included 70 (11 patients show exclusion criteria. The clinical research ethics committee of the
Hospital General Universitario Gregorio Marafion approved the study, and all participants
gave their written informed consent to undergo the procedures. The inclusion criterion was
age =18 years. The exclusion criteria were hemodialysis, rheumatoid arthritis, and alkapto-
nuria. A clinical history was taken, an echocardiography study was performed, and values for
S-thiolated protein and total thiols were determined. The echocardiography was performed
using the iE33 system (Philips, CA, USA) equipped with a 55-1 probe (1-5 MHz). The echo-
cardiographic diagnosis of LVH (based on left ventricular mass indexed to body surface area,
LVMbs) was consistent with the recommendations of the American Society of Echocardiogra-
phy [24] and was used to form the two study groups (LVH and non-LVH, 35 patients each).

Measurement of PTI in clinical samples

Blood collections and plasma preparation. Blood samples (2.4 mL) were drawn from
the antecubital vein and collected in Vacutainer tubes (BD, Plymouth, UK) containing citrate
(300 uL) before being centrifuged at 900g for 10 minutes at 4°C to obtain plasma, which was
aliquoted and stored at —-80°C for further analysis.

Quantification of PTL. Plasma levels of both 5-thiolated protein and total thiols were mea-
sured individually as biomarkers of oxidative stress by spectrophotometry in the same sample.
Total thiols were assessed using the microplate 5,5 -dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) assay
[25], and absorbance was measured at412 nm in a Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader.
Plasma S-thiolated proteins were determined by spectrophotometry using a new method with
Ninhydrin reagent, as previously described [18]. PTT was calculated as the molar ratio of 5-thio-
lated proteins to the concentration of free, DTNB-titratable SH group proteins (total thiols) [18].

Statistical methods

Categorical variables were expressed as frequency and percentage, and groups were compared
using the Pearson chi-square test or Fisher s test as required. Normality was assessed using the
Kolmogorov-Smirnov test. Quantitative variables were described as mean + standard deviation
(for continuous, normally distributed variables), and the between-group comparison was made
with two-sample t-test and the Mann-Whitney U-test as appropiate. A receiver operating charac-
teristic curve (ROC) was constructed to determine the diagnostic reliability of PTL A cut-off
point was chosen for the diagnosis of LVH, and their sensitivity, specificity, predictive values, and
likelihood ratios were calculated with their respective confidence intervals. A univariate and mul-
tivariable logistic regression model was performed to study the strength of the association between
PTIand LVH. The independent variables were gender, age, smoking, glucose, systolic and dia-
stolic arterial pressure, estimated glomerular filtration rate (eGFR ), body mass index (BMI), coro-
nary disease and valve disease. P values < 0.05 were considered statistically significant. The
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analysis was performed using IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0 (IBM Corp,
Armonk, NY, USA) and Prism Graph Pad 6.0 (Graph Pad Software, California, USA).

Results

In total, 70 patients were included (35 diagnosed with LVH by echocardiography). The
patients were considered to have systemic hypertension if they has a history of elevated blood
pressure requiring long-term therapy, they were considered to have dyslipidemia if they had
the diagnosis of dyslipidemia requiring long-term treatment and they were considered to have
diabetes if they had the diagnosis of diabetes requiring long-term treatment. The clinical char-
acteristics of patients are shown in Table 1. No significant differences were observed between
the groups for demographic and cardiovascular risk factors (gender, age, weight, body mass
index, smoking, diabetes mellitus, hypertension, and dyslipidemia), organ disease (renal fail-
ure, coronary disease, valvular disease, coronary and valvular disease, and systolic dysfunc-
tion), or antihypertensive treatment (angiotensin receptor blockers, angiotensin-converting
enzyme inhibitors, f-blockers, calcium channel blockers, and diuretics). As reported in

Table 1, there were significant differences in left ventricular mass index between the groups
(LVH and no LVH, 141.8+ 45.6 and 88.7+25.1 g}'m2 respectively, P<0.001).

The oxido-reductive status of the subjects under study is shown in Fig 1. The new method
for detecting plasma S-thiolated proteins showed an increase in LVH with respect to the con-
trol group (0.102£0.035 vs. 0.07£0.035 pmol/mg protein, P = 0.01). There were no differences
in total thiols between the LVH group and the control group (7.414+2.250 and 7.819
+2.053 pmol/mg protein, respectively). Finally, PTI was increased in patients with LVH with
respect to the control group (0.014£0.005 vs. 0.010£0.004, P= 0.001).

The coefficient of variation was 40.9% and the minimun detection limit was 0.001771.

The area under the ROC curve (0.75, 95% confidence interval [CI] 0.63-0.86; P</0.001)
shows the usefulness of the plasma PTI concentration in the diagnosis of LVH (Fig 2). Ata
cut-off value of 0.012, the 70.6% sensitivity and 68.6% specificity suggested that PTI could be
used to screen for LVH. As this is an observational study, we show a positive predictive value
of 68.6% and a negative predictive value of 70.6% for this cut-off {Table 2). We used the sensi-
tivity and specificity of the cut-off to calculate the positive likelihood ratio (2.25) and negative
likelihood ratio (0.43) (Table 2).

In order to study the association between PTTand LVH, we performed a multivariable
logistic regression analysis adjusted for gender, age, smoking, diabetes mellitus, hypertension,
dyslipidemia, renal failure, obesity, coronary disease, and valvular disease. As shown in
Table 3, a statistically significant positive association (P = 0.02) was observed between PTI and
LVH, independently of the variables described in the model

Discussion
PTI and LVH in humans

The main findings of our study were that patients with LVH had a higher PTT value than
patients without LVH and that PTT level was independently associated with risk factors (gen-
der, age, smoking, diabetes mellitus, hypertension, dyslipidemia, renal failure, obesity, coro-
nary disease, and valvular disease). Therefore, this is the first study to propose PTT as a new
biomarker of oxidative stress in patients with LVH.

Previous studies have revealed that LVH is one of the most important risk factors for car-
diovascular disease (LVH is associated with a risk of cardiovascular events 2 to 4 times greater
than in the healthy population) [8,26-28]. Therefore, diagnosis of LVH is important if we are
to minimize the impact of cardiovascular disease. Methods for diagnosing LVH include ECG,
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Table 1. Clinical charecteristics of the study patients.

LVH (n =35) No LVH (n = 35) P OR (95% CI)
Age (years) 69.7(10.2) 63.5(147) 0.06 1.04 (1-1.09)
Gender, M (%) 23 (65.7) 21 (60) 0.509 0.72 (027-1.92)
Weight (kg) 76.1(13.8) 75.4(149) 0.623 101 {0.98- L.04)
Body mass index (m”) L8 (0.1} L8 (0.2) 0.824 0.43 (0.04-5.03)
LVMI (g/m?) 141.8 (45.6) 88.7 (25.1) <0.001 1.05 (1.02- 1.07)
Proteins (g/dL) 6.9(0.7) 6.9 (06) 0.841 0.92 (043-1.99)
Glucose (mg/dL) 115.3 (38) 109.8 (36.9) 0.667 1.00 (0:99- 1.02)
Hemoglobin (g/dL) 12.9(2.1) 134 (2) 0.333 0.89 (0.70-1.13)
Hematoerit (%) 38.6(5.8) 39.8(5.6) 0.375 0.96 (0.88- L.05)
Platelets x10° Jul. 211 (67) 196 (59) 0.304 1(1-1.01)
ALT (U/L) 22.2(19.9) 19.1 (10.6) 0.432 1.02 (0.99-1.04)
GGT (UfL) 28.5(20.1) 29.7 (20.5) 0.805 1.00 (0.99-1.01)
Total bilirubin (mg/dL) 0.69(0.5) 0.73 (0.5) 0.771 0.88 (036-2.13)
CK (U/L) 67.2(56.4) 62.4 (38.4) 0.849 1.00 (0:99-1.01)
Smokers (%) 4(11.4) 6(17.1) 0.734 1.55 (0.4-6.07)
Diabetes mellitus (%) 11(31.4) 7 (200 0.243 0.52 (0.18- L.57)
Hypertension (%) 25 (80) 23 (65.7) 0.116 0.41 (0.13-1.27)
Dyslipidemia (%) 22 (62.8) 17 (48.6) 0.176 0.52 (0.20-1.35)
Renal failure (%) 9 (25.7) 10 (28.5) 0.611 1.11(039-3.2)
Coronary disease (%) 1(2.8) 3(8.5) 0.310 4.20 (0.40-44.4)
Vavular disease (%) 22 (62.8) 15 (42.8) 0.155 0.17 (0.02- 165}
Coronary and valvular (%) 12(34.2) 17 (48.5) 0.264 1.73 (0.66-455)
Systolic Disfunction (%) 13 (37.1) 14 (£0) 0.881 1.08 (041-2.83)
Antihypertensive (%)
ARB 7(20) 3(8.5) 0.188 0.36 (0.09- 1.54)
ACEQ 14 (40) 13(37.1) 0.731 0.84 (032-2.22)
B-Blockers 12(34.2) 11(31.4) 0.733 0.84 (0.31-2.29)
Caleium channel blockers 11(31.4) 6(17.1) 0.143 0.43 (0.14- 1.35)
Diiuretics 15 (£2.8) 10(28.5) 0.179 0.51 (0.19-1.38)

LVH, left ventricular hypertrophy; LVMI, left ventricular mass index. ALT, alanine transaminase. GGT, gamma-glutamyl transpeptidase, CK, creatine kinase, ARB,
angiotensin receptor blockers; ACEL, angiotensin-converting enzyme inhibitors,

https://doi.org/10.1371fournal. pone.0216359.1001

echocardiography, and cardiac magnetic resonance [29]. ECG is an accessible and inexpensive
method for the diagnosis of LVH, however the sensitivity of ECG ranges from 7% to 35% for
mild LVH to 30% to 60% for moderate to severe LVH [30]. Although not immune from tech-
nical limitations, echocardiography is more sensitive than ECG in diagnosing LVH and has
been regarded as a diagnostic gold standard [24]. Cardiac magnetic resonance is considered
more accurate for estimated left ventricular mass compared to echocardiography, however it is
less commonly used because it has higher cost and is less feasible and available [31]. Thus, the
low sensitivity, lengthy diagnostic, poor cost-effectiveness ratio, and technical complexity
highlight the need for new methods to diagnose LVH. As an alternative, biomarkers could play
a relevant role in diagnosis of LVH. Biomarkers are an indicator of pathogenic processes. They
indicate the presence/absence of disease and can be used to monitor disease development and
progression and response to treatment [32]. Several studies have evaluated natriuretic peptides
for the diagnosis of LVH, but the results are contradictory [33-37]. This might be due to the
heterogeneity of the populations included, the type of natriuretic peptide analized, and the
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Fig 1. Protein thiolation index in patients with left ventricular hypertrophy. Association plasma total thiols (A), S-thiolated proteins (B), and Protein
thiolation index (PTT) (C) o the presence of left ventricular hypertrophy; data are expressed as the mean + SD; statistically significant differences between
control group (C) and left ventricular hypertrophy group (LVH) are shown (" P < 0.001).
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method used to confirm LVH. Analysis of the usefulness of plasma NT-proBNP (N-terminal
pro-brain natriuretic peptide) concentrations in the diagnosis of LVH shows an area under the
ROC curve of 0.75 with 76.6% sensitivity and 65.7% specificity [33]. However, only patients
who presented hypertension without systolic dysfunction were included. A direct correlation
was found between cardiotrophin-1 and left ventricular mass index, with an area under the
ROC curve of 0.78, with 70% sensitivity and 75% specificity for predinting LVH [38]. Serum
miR-27b which was significantly elevated in hypertensive patients with LVH from hyperten-
sive patients without LVH, could be used to screen for LVH (AUC of 0.81 with 79.1% sensitiv-
ity and 70.3% specificity) [29]. Oxidative stress has an important pathophysiological role in
patients with LVH [19]. Clinical studies have determinated correlations between biomarkers
of oxidative stress and LVH: Galectin-3 has increased in patients with LVH related to hyper-
tension [39] and serum oxidized low-density lipoproptein shows correlation with LVH related
to chronic kidney disease [40]. However, these biomarkers are not commonly used in the LVH
diagnosis, thus the role of oxidative stress in patients with LVH is underestimated in clinical
practice. Consequently, biomarkers with inexpensive reagents that can be implemented easily
and quickly and are easily measurable (plasma biomarkers) are needed to facilitate routine
measurements of oxidative stress in patients with LVH. Unfortunately, it is difficult to find
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biomarkers with such characteristics [41-42]. PTI is a new biomarker of oxidative stress
[18,43]. However, no association has been established with LVH. In the present study, we used
a new spectrophotometry method, which has been validated by other authors, to analyze PTI
[18]. The technique is easy to perform and suitable for clinical analyses with a high daily
throughput, thus enabling rapid assessment.

Table 2. Indexes of diagnostic validity of protein thiolation index for left ventricular hypertrophy.

PTI Sensitivity Specificity PPV NPV IR+ IR-
Cut-off % (95% CI) % (95% CI) % (95% CI) % (95% CI) (95% CI) (95% CI)

0012 706 686 68.6 70.6 225 0.43
(52.5-84.9) (50.7-83.1) (50.7-83.1) (52.5-849) (1.32-384) (024-0.76)

PTI, protein thiolation index; PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive valueg; LR+, positive likelihood ratio; LR, negative likelihood ratio.

httpsy//doi org/10.1371/journal. pone.02 16359 1002
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Table 3. Multivariable logistic regression model: association protein thiolation index and left ventricular
hypertrophy.

OR (95% CI) P
PTI 1.243 (1.031-1.497) 0.022
Gender 3.594 (0.609-18.917) 0163
Ape 1.032 (0.962-1.108) 0379
Smokers 5.156(0.517-51.443) 0.162
Glucose 0.994 (0.971-1.017) 0614
Systolic arterial pressure 1.102 (1.030-1.179) 0.005
Diastolic arterial pressure 0.944 (0.872-1.022) 0.157
Dysli pidemia 1.467 (0.252-8.557) 0.670
Estimated glomerular filtration rate 0.988 (0.961-1.016) 0.410
Body mass index 1.038 (0.909- 1.186) 0.580
Valvular and/or coronary disease 5.276(1.023-27.211) 0.047

PTI (x1000), protein thiolation index

https:/fdoi.om/10.137 1/journal pone.02 63594003

Oxidative stress is a complex problem that is the consequence of an imbalance between oxi-
dative damage and antioxidant defense, where many biomarkers play a role [44]. In addition,
the complex and multifactorial nature of oxidative stress makes it difficult to assign a prevalent
role to a particular biomarker in a disease and does not provide information on overall oxida-
tive status (oxidant and antioxidant) [45]. However, given that PTT is defined as the molar
ratio of S-thiolated proteins (oxidant agents) to free protein thiols in plasma (antioxidant mol-
ecules) [18], it includes biomarkers of oxidative damage and antioxidant defense.

Strengths and limitations

Our study is subject to a series of limitations. First, we examined the association between
determination of plasma PTTand LVH in order to monitor the development of LVH. We
intend to use this approach to check the efficiency of treatment in patients with heart disease
(coronary and/or valvular). Therefore, it would be interesting to reproduce the results
obtained in this study in patients with hypertension only (since this is the most frequent cause
of LVH) in order to be able to use PTI for screening of LVH in the general population. Second,
we evaluated LVH using echocardiography. The interobserver variability of this technique
could lead to bias [46] thus, echocardiography should be performed by single cardiologist,
however echocardiography was performed by a small group of experienced cardiologists.
Finally, the premise of our investigation is that screening with PTT could be less expensive than
standard echocardiography; however, the high quality of echocardiography may reduce the
cost gap between both approaches [47].

Conclusion

Our findings suggest that PTI could be a new biomarker of oxidative stress in patients with
LVH. It remains necessary to validate the clinical utility of PTI using a large, blinded setof
samples and to establish comparability and standards for quality control in order to monitor
the development of LVH and to check the efficiency of treatment in the general population.
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