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Resumen

La Insuficiencia Cardiaca Congestiva (ICC), estaria asociada a alteraciones mitocondriales y al au-
mento de especies reactivas del oxigeno (ROS). Para esclarecer estos aspectos estudiamos la es-
tructura, funcion mitocondrial como asi la presencia de enzima oxido nitrosintasa inducible (iNOS) y
la lipoperoxidacion de membranas, mediante el ion peroxidonitrito (ONOO-), en el musculo cardiaco
y esquelético de pacientes con ICC. Se incluyeron 25 pacientes que fueron sometidos a cirugia car-
diovasculares a los que se realizaron biopsias endomio-cardica y de musculo esquelético. Se los es-
tratifico en: grupo con ICC (n=18) y grupo control (n=7). En dichas biopsias se analiz6 actividad
enzimatica del complejo 1l mitocondrial por espectrofotometria, medida en mM.ubiquinona-1.mg prot,
mientras que la morfologia mitocondrial se analizo con microscopio electrénico Zeiss. La lipoperoxi-
dacion de membranas se midié por la presencia de ONOO- por inmunohistoquimica. El test estadis-
tico utilizado fue ANOVA. El musculo cardiaco de los pacientes con ICC mostré un area mitocondrial
disminuida (78%) con respecto al control (160,37um2 +9,87); (936,81um2+78,48) p<0.0001. También
se observé una reduccion (70%) en la actividad del complejo Il comparada con el control (1,9 10-2 mM
ubig.mim-1.mg prot+12,6); (5,79 10-2mM ubig.mim-1.mg prot+36,6) p<0,001, situacion similar a la ob-
servada en el musculo esquelético de los pacientes con ICC. Mientras que la presencia de ONOO-
estuvo significativamente aumentado en el grupo de paciente con ICC (p<0.05). Las alteraciones ul-
traestructurales y funcionales encontradas en las mitocondrias de pacientes con ICC y el aumento de
ROS, se encuentran involucradas en la fisiopatogenia de la ICC.

Palabras claves: Mitocondrias ¢ Insuficiencia cardiaca ¢ iINOS ¢ lipoperoxidaccion de membranas.

Abstract

Congestive heart failure (CHF) would be associated with mitochondrial abnormalities and increased
of reactive species of oxygen (ROS). To clarify these issues we studied the structure, function of the
mitochondrial enzyme nitro oxide synthase inducible (iNOS) and lipoperoxidation of membranes, one
of their products through the peroxide nitrite ion (ONOO-), in the heart muscle of patients with heart fail-
ure congestive (ICC) grade lll and IV (according to New York Heart Association). We included 25 pa-
tients who underwent cardiovas-cular surgery to biopsies of the heart muscle. They were stratified into
a group with CHF (n = 18) and control group (n = 7). In di-chas bi-opsies analyzed the enzymatic ac-
tivity of mitochondrial complex Il spectrophotometrically, which was measured in mM.ubiquinona-1.mg
prot, while the mitochondrial morphology was analyzed by the Zeiss electron microscope, the areas
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were quantified with program Axionvision 4.6. Lipoperoxidation of membranes was measured by the
presence of ONOO-by immunohistochemistry against primary an-tibody against 3-nitrotyrosine was
used lab kit system biogenic steptobidin biotin peroxidase (SBA) and coloring triamiobencidina (TAB),
it is made with semicuantificacion intensity SCORE test. The statistical test used was ANOVA. The
heart muscle of patients with CHF showed that the mitochondrial area was reduced by 78% compared
with the control (160.37 ym2 + 9.87) (936.81 um2 £ 78.48) p <0.0001. There was also a 70% reduc-
tion in complex Il activity compared to control (1.9 10-2 mM ubig.mim-prot 1.mg + 12.6) (5.79 10-2mM
ubig.mim prot-1.mg + 36.6) p <0.001. The presence of ONOO-was significantly increased in patients
with CHF (p <0.05). Alterations ultraestructu-tural and functional mitochondria found in patients with
CHF and increased ROS are involved in the measures of phy-siopathology CCIl and whites should be

taken into account for future therapies of this condition.

Introduccién

La compresion de los mecanismos que conducen
a la insuficiencia cardiaca, es uno de los mayores
retos de la cardiologia actual. Interpretar las vias
neurohormonales y como éstas interactuan a
nivel celular y molecualr, es el comienzo para al-
canzar este gran objetivo. 0

El corazén es un érgano con un gran consumo de
energia por ello es altamente oxidativo; este vital
recurso es aportado por las mitocondrias que rep-
resentan aproximadamente el 30% del volumen
total de los cardiomiocitos y le proveen el 90% de
la energia que ello requieren(). Tal actividad ox-
idativa las hacen blancos de las especie reacti-
vas del oxigeno (ROS). 0:

Involucrado en la via de sintesis del ROS,
moléculas inestables, se encuentran la enzima
oxido nitro sintasa (NOS), de las cuales se re-
conocen dos isoformas: las constitutivas (NOS
endotelial eNOS, NOS neural nNOS) y las in-
ducibles (iNOS) ". El rol principal de las NOS es
la sintesis del oxido nitrico (NO) el cual participa
de forma importante en la funcionamiento car-
diaco provocando efectos vasculares como va-
sodilatacién y no vasculares como su intervencion
en la regulacién de la produccién de energiaen la
cadena respiratoria 2-

La mayor parte del oxigeno utilizado por los mioc-
itos es reducido a agua por via del complejo IV
mito-condrial. En esta reduccion del O2 pueden
producir radicales libres dependientes del oxigeno
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(ROS) como ser aniones superdxido (02-), perox-
ido de hidrogeno (H202) y radicales hidroxilo
(OH); por otro lado la reaccién del anion su-
peréxido origina los peroxinitritos (ONOO-) lla-
mado especies reactivas del nitrito (ERN) que son
altamente citotdxicos ya que causan la oxidacion
de los fosfolipidos de membrana, proteinas y ma-
terial genético 3, estos ha sido implicados en una
amplia gama de condiciones pa-toldgicas in-
cluyendo lesion de isquemia, enfermedades neu-
rodegenerativas y el envejecimiento. En virtud de
los efectos téxicos que estas biomoleculas pro-
ducen a nivel celular, existen enzimas (basureros)
como: superoxido dismutasa (SOD), glutation per-
oxidasa (GSHPXx), catalasa y otros antioxidantes
no enzimaticos capaz de prevenir de los efectos
téxicos de los ROS. Sin embargo si la produccion
de ROS es excesiva el estrés oxidativo puede
tener un efecto perjudicial sobre la funcién y la in-
tegridad de los tejidos biolégicos *

Estudios experimentales y clinicos han sugerido
que el estrés oxidativo es uno de los principales
participantes en la remodelaciéon y fracaso
miocardico, estos hechos se asocian a que los
corazones con in-suficiencia cardiaca congestiva
(ICC) presentan un incremento de ROS y reduc-
cion de enzimas anti-oxidantes, ademas este au-
mento crénico de radicales dependiente del
oxigeno en la mitocondria puede conducir a un
ciclo catastréfico de dafios en el ADN mitocondr-
ial (ADNmt), asi como la disminucion funcional del
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miocardio mediada a través de una lesién celular.
Especies reactivas de oxigeno pueden inducir
hipertrofia del miocito, apoptosis y fibrosis inter-
sticial mediante la activacion de metaloprotei-
nasas de matriz. Estos eventos celulares juegan
un papel importante en el desarrollo y la progre-
sion de la remodelacion miocardica >

También se han hallado en musculo cardiaco al-
teraciones a nivel ultraestructural, principalmente
en la estructura y funciéon mitocondrial ¢7; en mio-
cardiopatias hipertrofias y dilatadas se identifican
defectos en la cadena respiratoria y en la fosfori-
lacion oxidativa 8°, asi como mutaciones en el
citocromo c y de-leciones del DNA mitocondrial,
cuya relacion con la cardiopatia aun no ha sido
explicada " ° 19 los de-fectos de conduccion y las
arritmias se han detectado en pacientes que tam-
bién tenian alteraciones en la ? oxidacion.

Por otro lado se han postulados que las al-
teraciones mitocondriales para el musculo car-
diaco serian acompanados de dafos similares en
al misma organela del musculo esquelético™.

Es por ello que el objetivo del presente trabajo fue
establecer la influencia del ROS (medida por el
ion peroxidonitrito y la enzima iNOS) sobre la es-
tructura y funcion mitocondrial de musculo car-
diaco y es-quelético en pacientes con
insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) grado llI
y IV segun New York Heart Association (NYHA),
hecho que contribuiria por un lado a la mejor com-
prension de los factores involucrados en la pro-
gresion de la ICC y por otro conocer el estado
celular del corazéon mediante una biopsia de
cualquier musculo estriado.

Materiales y Métodos

Pacientes

Fueron incluidos en este estudié aquellos pa-
cientes que fueron sometidos a cirugia cardio-
vascular por diferentes motivos; a ellos se les
confeccioné una historia clinica con datos epi-
demioldgicos, metabdlicos, habitos toxicos, sig-
nos y sintomas de los diferentes grado de
insuficiencia cardiaca congestiva como asi tam-
bién farmacos utilizados para su tratamiento. De
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ellos se obtuvo una muestra de ventriculo
izquierdo y de musculo esquelético (musculo pec-
toral mayor) de 1 mmz2.

Criterios de inclusion

Pacientes control (n=7)

1. Paciente menores 40 afios, de ambos sexos.
2. Fraccion de Eyeccion > 60%.

3. Sin enfermedad reumatolégicas.

4. Con comunicacion Interauricular como diag-
nostico previo a la cirugia.

Pacientes con miocardiopatias (n=18)

1. Pacientes mayores de 40 afios, ambos sexos.
2. Enfermedad Cardiovascular Secundaria.

3. ICC grado lll = IV segun la NYHA.

4. Sin enfermedades reumatologicas o in-
munoldgicas.

Preparacion del material para microscopia
electrénica.

Las biopsias de miocardio y musculo esquelético
de los pectorales, se fijaron en solucion de
Karnovsky compuesto de una mezcla de
formaldehido al 4 % y glutaraldehido 1.5% en el
tampon cacodilato 0.1 M durante un periodo min-
imo de 2 hs a temperatura ambiente. El glu-
taraldehido al 25% fue previamente purificado por
destilacion y el formaldehido preparado por de-
polimerizacién de paraformaldehido en soluciéon
acuosa a 80° y con ligera alcalinizacion. A contin-
uacion, el tejido fue lavado 3 veces en tampon ca-
codilato y tratado con tetroxido de osmio al 1% en
la misma solucion tampdn a temperatura ambi-
ente durante 1-2 hs. Luego, el material fue
deshidratado en soluciones acuosas de acetona
de graduaciones crecientes (50%, 70% y 90%)
durante 5 minutos en cada uno de ellas y el pro-
ceso fue completado con 3 pasajes, de 15 minu-
tos cada uno, en acetona 100% destilada y
deshidratada sobre tamiz molecular N° 3 (Merck).
La inclusién de las células se realizd en una mez-
cla de resina epoxicas compuesta de: Araldita 506
(48.5%), Anhidrido dodecenilsuccinico (DDSA)
(48.5%), Dibutilftalato (DBP) (0.5%), Acelerador
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dimetilaminobenceno (BDMA) (2.5%).

Estudios ultraestructurales

El examen se llevo a cabo con microscopio elec-
trénico de transmision Zeiss. La randomizacion
fotografica no fue completa ya que fueron exclu-
idas aquellas que presentaron artefacto de técni-
cas. La decision de excluirlas fue tomada por dos
observadores expertos. El area fotografiada fue
magnificada a 10000 y 27800 X y magnificaciones
mayores fueron utilizadas para detalles especifi-
cos. De la biopsia de 1 mm2 se le realizaron los
cortes y se eligieron 10 cortes seriados a los que
se tomaron en promedio 2.5 micrografias por
corte. Los cambios estructurales observados se
analizaron con el programa axion-vision 4.6, ref-
erenciados a una escala de 1 um, a través del ello
se determino el area promedio ocupadas por las
mitocondrias y diametro promedios de las mito-
condrias en los diferentes tejidos.

Aislamiento mitochondrial

La biopsia de musculo esquelético y cardiaco
fueron lavados y suspendidos en un buffer a 4°C
inme-diatamente homogeneizado. Los ho-
mogenatos fueron centrifugados a 1500 g, 4°C
por 20 min y el so-brenadante transferido a un
nuevo tubo, se centrifugd nuevamente a 10000 g
4°C por 5 m. El pellet ob-tenido se lavé con el
buffer y centrifugé a 10000 g 4°C por 10 m dos
veces. El pellet rico en mitocon-drias se resus-
pendié en buffer (relacion tejido/buffer: 1/1) y las
alicuotas se guardaron a —80°C. La con-cen-
tracién de proteinas se midid por el método de
Bradford. Esta fraccion sirvié para determinar:

Estudio de actividad functional

Actividad de la cadena respiratoria a través del
complejo Il (ubiquinona-citocromo ¢ oxidoreduc-
tasa): las mitocondrias fueron suspendidas en 50
mM Tris-HCL de buffer, pH 7.4 que contenia 1mM
EDTA, 250 mM sacarosa, 2mM KCN y 50 yM
citocromo c¢ oxidado. Después de la adicién de
80uM de DB (DBH2) reducido, se midio la reduc-
cion de citocromo ¢ a 550 nm (¢ 19.0 mM-1 cm-1).
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Los resultados de la actividad enzimatica se ex-
presaron en yM de ubiquinona min-1 mg prot.

Estudio de inmunohistoquimica

La expresion proteica de NOSi se analizé usando
anticuerpos Ig G policlonal especificos contra el
ex-tremo amino terminal de iNOS (Santa Cruz
Biotechnology Company, Inc. Sc8310).

Los cortes se desparafinaron con xilol y re-
hidrataron en una serie sucesiva de alcoholes
(1000, 96°, 70°, 50°) hasta llegar a PBS 1X pH 7,3.
La actividad peroxidasa enddgena se bloqueo
con peroxido de hidrogeno 3% en PBS por 15
minutos.

Los sitios de unién inespecifica de las in-
munoglobulinas fueron bloqueados por un prein-
cubado de 15 minutos con 5% de SBF (GIBCO
BRL, Grand Island, N. Y.) diluido en PBS, y se
lavé 3 veces con PBS.

Se incubaron los cortes con el anticuerpo pri-
mario, anti IgG de humano contra NOSi obtenido
en conejo en una dilucién 1:200 durante la noche
a 4°C.

Luego de descartar el anticuerpo primario y secar
alrededor del corte se coloco el anticuerpo se-
cundario, anti-IgG Biotinilado en PBS por 30 min-
utos a temperatura ambiente. Se lavo tres veces
con PBS y se seco.

Se coloco la Peroxidasa conjugada con Estrepta-
vidina por 20 minutos a temperatura ambiente, y
luego de lavar y secar se incubo con la solucién
del sustrato de la Peroxidasa y el cromdgeno,
DAB (3,3'diaminobencidina) en Peroxido de
Hidrogeno 0,3% H202 en Buffer Tris 0,05M pH
7,6 controlan-do en microscopio hasta obtener
coloracion, aproximadamente 1 minuto.

Analisis de la produccion de Nitrotirosina

Se realiz6 en cortes de 5um montados en vidrios
con gelatina la inmunomarcacién para la ni-
trotirosina como un indice de estrés oxidativo.
Los cortes se desparafinaron con xilol y re-
hidrataron en una serie sucesiva de alcoholes
(1000, 96°, 70°, 50°) hasta llegar a PBS 1X pH 7,3.
La actividad peroxidasa enddgena se bloqueo
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con peroxido de hidréogeno 3% en PBS por 15
minutos.

Los sitios de unién inespecifica de las in-
munoglobulinas fueron bloqueados por un prein-
cubado de 1 hora con 20% de SBF (GIBCO BRL,
Grand Island, N. Y.) diluido en PBS.

Se incubaron los cortes con el anticuerpo pri-
mario: anticuerpo monoclonal anti — nitrotirosina
de conejo 1/100 (24 horas en camara humeda a
4°C)

Luego de descartar el anticuerpo primario lavar
con PBS, se seco alrededor del corte se coloco
el anti-cuerpo secundario, multilinker, anti-IgG Bi-
otinilado en PBS por 1 hora a temperatura ambi-
ente en camara humeda. Se lavé tres veces con
PBS y se seco.

Se colocé la Peroxidasa conjugada con Estrepta-
vidina por 20 minutos a temperatura ambiente, y
luego de lavar y secar se incubo con la solucién
del sustrato de la Peroxidasa y el cromdgeno,
DAB (3,3'diaminobencidina) con Peréxido de
Hidrégeno 0,3 % H202 en Buffer Tris 0,05M pH
7,6 contro-lando en microscopio hasta obtener
coloracién, aproximadamente 1 minutos.

Andlisis Estadisticos

Los analisis estadisticos utilizados fueron ANOVA
y X2, estableciéndose diferencias significativas
cuando p <0.05.

Resultados

Morfologia de las mitocondrias del musculo car-
diaco

Se analizaron las diferencias encontradas en las
mitocondrias aisladas de ventriculo izquierdo del
grupo con ICC grado funcional de la NYHA Il — IV
y se compararon con las del grupo control.

Se observé un marcado polimorfismo ultraestruc-
turales (figura 1) en el grupo con ICC siendo los
as-pectos como lisis y dilatacion de crestas, au-
mento de matriz (edema) los hallazgos mas rep-
resentativos; también se observd una reduccion
del area total ocupadas por las mitocondrias del
78% en los pacientes con ICC vs control
160,37um2+9,87; 936,81um2+78,48 respectiva-
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mente (figura 2) p<0.0001. Alteraciones similares
se observaron en el musculo esquelético (figura
1) con una reduccién del area mitotocondrial total
en un 75% con respecto al control
90,86um2+6,87; 550,62um2+56,48 respectiva-
mente p<0.0001.

Figura 1

A mitocondrias (tridngulos)
de miocardic ventricular, de
pacientes control. Imagena
x27800

B mitocondrizs (flecha) d=
ventriculo obtenida de pa-
cientes con ICC se obser-
wan dispersas con variabili-
dad acentuada en la forma y
tamafio. Algunas presentan

cambios severos ftales como

Es de marcar que el area ocupada por las mito-
condrias en el musculo cardiaco es notablemente
mayor que el area ocupada por dicho organoide
en musculo esquelético, respetando una relacion
1,7:1 esta tendencia se mantiene tanto en el
grupo control como en el grupo con ICC (figura 3)
p<0.0001.

T e e ey
=1 = - S =

Figura 3. Area ocupadas por mito-
condrias en musculo cardiaco y es-

Figura 3,. Area ocupadas por mitocon-
drias obtenidas de pacientes control (n
3) y con insuficiencia cardiaca (n ), los quelético obtemidas de pacientes
datos consignados comesponde 2 10 B8 control (n 3) v con insuficiencia
dia=ES. cardiaca (n §), los datos consignados

comesponde ala media=ES.

Actividad enzimatica del ClII

Se observo una reduccién del 70% en la activi-
dad del complejo 1ll (figura 4) en pacientes con
ICC gra-do funcional de la NYHA Ill — IV com-
parado con el control 1,9 10-2 mM ubig.mim-1.mg
prot + 12,6; 5,79 10-2mM ubig.mim-1.mg
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prot+36,6, p<0,001.
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Figura 4. Actividad enzimatica mitocondrial del complejo IIL
=n musculo cardiaco y esquelstico. Obtenido de pacientes control
(n 3) ¥ grupe con insuficiencia cardiaca (n 6), los datos consig-

nados corresponde a la media=ES.

Analisis Inmunohistoquimico

Con el objetivo de demostrar la producciéon de
ROS se llevaron a cabo estudios inmunohisto-
quimicos que demostraron a través de la lipoper-
oxidacion y la presencia de la enzima oxidonitro
sintasa inducible (iNOS) una marcacién intensa
de distribucion difusa en mas del 80% para ni-
trotirosina e iINOS en el musculo cardiaco del
grupo con ICC en comparacién con el grupo con-
trol (Tabla 1). La marcacion para iNOS estuvo pre-
sente en membrana y citoplasma en cambio la
nitrotirosina solo en citoplasma.

GRUPO CON ICC (n5) GRUPO CONTROL (n2)

MC ME MC ME

iNOS ONOO- INOS ONOO iNOS ONOO- INOS  ONOO-

4 GATH) 444 (285%)  +44(0%) 4+ (0%)  ++e(0%)
++(56.7%) v+ (B05%) ++(611%) <+ (58%)  ++(30%)
- (8.6%) ~(245%)  +(389%)  +@2%)  +(70%)

INTENSIDAD

100% 100% 100% 100%  82%DIFUSO  100%  100%

100%
DISTRBUCION  nipyso  DIFUSO  DFUSO  DIFUSO  DIFUSO  18%FOCAL DIFUSO  DIFUSO

PATRON CITOPL.Y CTOPL  COPLY CTOPL  GTOP.Y  CTOPL.  Cl
¥

TOPL  CITOPL
MEMB MEMB MEMB VEMB

i
ME!

-+ intenso, ++ moderado, + leve. CITOPL. (citoplasma) MEMB. (membrana)

Por otro lado en el musculo esquelético de estos
mismos pacientes se observo una leve marcacion
difusa en todos los casos con una distribucion
similar a la observada en miocardio, no
mostrando diferencia con el grupo control (figura
5).
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Tabla 1. Estudio inmunohistoquimicos de oxi-
donitro sintasa inducible (iNOS) y nitrotirosina en
musculo cardiaco (MC) y esquelético (ME) de pa-
cientes con insuficiencia cardiaca
congestiva(ICC) y pacientes control

MUSCULO CARDIACO DEL GRUPO CONICC

Figura 5: Andlisis igmunohistoquinico que muestra mayor expresion de pitrotirosina (ONOO-) e YOS misculo

Discusion

El corazon es un tejido altamente oxidativo y es-
encialmente dependiente de la energia que apor-
tan las mitocondrias para contraerse y llevar a
cabo otras actividades metabdlicas, representan
aproximada-mente el 30% del volumen total de
los cardiomiocitos y le proveen el 90% de la en-
ergia.

La produccion de energia por parte de las mito-
condrias dependen de factores genéticos del DNA
mitocondrial '#'3 que modulan el normal fun-
cionamiento de la actividad enzimatica de la or-
ganela y de factores ambientales que incluyen los
aportes de azucares, lipidos, proteinas y oxigeno
14.

Cambios en la estructura y la funcion de las mito-
condrias se han encontrado cada vez mas asoci-
ados con las enfermedades cardiovasculares
como hipertrofia y la miocardiopatia dilatada, 8°
muerte subita, miocardiopatia isquémica, alco-
holica y miocarditis.

En el presente trabajo se observaron que los pa-
cientes portadores de ICC grado IlI-IV presen-
taron en musculo cardiaco una reduccion del area
ocupada por las mitocondrias del 78% con re-
specto al control (p<0.0001), también se obser-
varon en dichos organoides degeneracion
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hidrépica, alteraciones en membrana externa y
crestas mitocondriales sugieren un dafio grave e
irreversible de la mitocondria, imposibilitando a
ésta a mantener un potencial de membrana mito-
condrial efectivo debido a la perdida el gradiente
transmembrana. La disminucién en la capacidad
de generar energia se puede presuponer por una
disminucién en la superficie de la membrana in-
terna (crestas) que es el sitio de anclaje de la ca-
dena respiratoria. Estos sitios claves de lesién
condicionaria una alteracién en la homeostasis
mitocondrial y celular, motivo por el cual se acti-
varia las vias apoptéticas del miocardio que con-
ducen directa o indi-rectamente al remodelado
cardiaco 0.

Alteraciones estructurales similares se encon-
traron en el musculo esquelético de los pacientes
con ICC como ser una disminucioén del area ocu-
padas por las mitocondrias del 72% como re-
specto del control (p<0.0001) patrén similar al
observado por otros autores en el modelo exper-
imental realizado en ratones 6. Este paralelismo
permitiria inferir de manera relativamente sencilla
el estado celular del corazén del paciente con
ICC, mediante biopsia de cualquier musculo es-
triado 718

En nuestro trabajo se observo que el grupo con
ICC, presento una marcada caida en la actividad
en-zimatica del CIlll con respecto al control
(p<0.0001). Algunos estudios han demostrado
que la cadena respiratoria mitocondrial es una
fuente de ROS y que los complejos Cl y ClIl son
los sitios fundamentales para la génesis de radi-
cales libres4. También esta alta tasa metabdlica
induce a la producciéon de ROS 19 y de especies
reactivas del nitrégeno RNS que en condiciones
de normalidad se encuentran en un equilibrio
homeostatico.

Los ROS son moléculas que en su estructura
atémica presentan un electron de labil unién en
el orbital externo, lo que les da una configuracion
espacial que genera inestabilidad. Son extraordi-
nariamente re-activos y de vida media corta.
Estos ROS son elaborados continuamente como
productos del metabolismo normal de las células
y se inactivan por un conjunto de mecanismos
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cuya funcién es equilibrar la produccion de ROS
y antioxidantes para minimizar y retardar la apari-
cion de dafios 2

Debido a la alta inestabilidad atémica de los ROS,
pueden sustraer un atomo de H+ dejandolo oxi-
dado y produciendo que determinadas moléculas
pierdan su funcion especifica en la célula.
Cuando esto ocurre en las membranas lipidicas
celulares, la oxidacioén de un acido graso lo con-
vierte en radical de acido graso con capacidad de
oxidar a otra molécula. Este proceso es conocido
como lipoperoxidacion y permite cuantificar la
concentracion de los lipidos hidroperoxidados y
por ende de ROS, a través de sus productos
(ej.nitotorosina)?"-

Nuestro trabajo observamos que los miocardioc-
itos expresaron una marcacion intensa del
ONOO- en el 80% de caso con ICC comparado
con el control, situacion que no se observo con el
musculo esquelético.

La formacion de los ONOO- esta vinculada a la
reaccion del NO intramintocondrial con el oxigeno
el cual estaria aumentado por el bloqueo del com-
plejo IV 22; dicho bloqueo se observa en proceso
que tiendan a aumentar desmesuradamente el
NO. La sintesis del NO se debe a las enzimas
NOS constitucionales e inducibles, estas ultimas
aumentan en procesos como enfermedad coro-
naria, diabetes, proce-sos crénicos. 2> 24La iNOS
en fases iniciales de la ICC presenta funcién pro-
tectora, aunque si se da lugar a un exceso las
consecuencias pueden ser fatales debido al blo-
queo de la cadena respiratoria 2>

Otro hallazgo observado en este trabajo fue que
tejido miocardico del grupo con ICC presento una
marcacion intensa (80%) de la iINOS con re-
specto al control, no mostrando dicha diferencia
en el musculo esquelético.

Entonces se observa una relacion entre la mayor
marcacion de la iNOS y la expresién de ni-
trotirosina en los miocitos, sugiriendo que en este
momento el efecto beneficioso del NO se torna
peligroso, debido al aumento crénico de radicales
libres?¢, deviniendo el fracaso energético mito-
condrial y activando diferentes vias de muertes
celulares dentro del miocardio 27-28
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En el presente trabajo se observé una severa al-
teracién estructural en las mitocondrias del mus-
culo ven-tricular izquierdo en paciente que
presentaban ICC grado Ill — IV con respecto al
control, asociado a una reduccion de la actividad
del complejo Il y una marcacion aumentada de
la iINOS vy nitrotirosina, observaciones que mues-
tran una clara relacion fisiopatologica entre ellas
y permiten entender en parte los proceso celu-
lares y moleculares de la insuficiencia cardiaca.
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