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RESUMEN

La N-acetilcisteina es conocida en varias especialidades médicas. Su empleo en
cardiologia se ha incrementado desde hace décadas, por su potencial para dismi-
nuir el impacto del dafo por reperfusién en el infarto miocardico agudo. Pero el
espectro de sus efectos es atin mayor, tiene acciones sobre los radicales de oxi-
geno, con un papel protector, por la via de los grupos sulfhidrilos de regiones
importantes de la membrana celular, los cuales interfieren y tienen efecto en la
funcién endotelial y en los procesos complejos de adhesiéon como efectos secun-
darios; asi como otros fenémenos del compartimento extravascular. Estos proce-
sos estan estrechamente relacionados con el aparato cardiovascular.

Palabras clave: Lesiéon miocdrdica, Dano por reperfusion, Estrés oxidativo, N-
acetilcisteina

N-acetylcysteine reduces myocardial injury progression in
experimental models

ABSTRACT

N-acetylcysteine is known in a number of medical specialties and its ability to
decrease the impact of reperfusion injury in acute myocardial infarction has
boosted its use in cardiology over the past decades. N-acetylcysteine has a far-
reaching range of effects since it functions as a protective agent against oxygen
radicals through sulthydryl groups in important regions of the cell membrane that
interfere and affect endothelial functioning and complex adhesion processes as
side effects; as well as other phenomena of the extravascular compartment. These
processes are closely related to the cardiovascular system.

Keywords: Myocardial injury, Reperfusion injury, Oxidative stress, N-acetylcys-
teine
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INTRODUCCION

La insuficiencia cardiaca tiene una rapida tasa de incremento internacional
en el fragmento de la poblacién méas envejecida y con incremento de la
prevalencia de obesidad, diabetes mellitus e hipertension arterial.; sin em-
brago, su patogénesis es compleja y multifactorial. Existen datos clinicos y
experimentales concluyentes que indican el papel central que juega el
estrés oxidativo (EO) en la patogenia de la enfermedad’.
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Las especies reactivas del oxigeno son forma-
das por la reduccién incompleta de este gas duran-
te la respiraciéon normal en organismos aerobios.
Estas especies son altamente reactivas e incluyen
radicales libres que contienen uno o mas electrones
no pareados, como el anién superéxido (0,") y el
radical hidroxilo (OH"), y no radicales como el pe-
réxido de hidrégeno (H,0,). Se ha estimado que en-
tre 0,2-2,0% del oxigeno molecular consumido por la
mitocondria in vitro puede ser convertido en anién
superoxido por el intercambio en el trasporte de
electrones, pero la cantidad producida de este ani6én
in vivo puede ser menor. Ademas, con la respira-
cién mitocondrial, el anién superéxido es generado
por oxidasas NADPH (siglas en inglés de dinucleéti-
do de nicotinamida-adenina-fosfato reducida), éxido
nitrico sintetasa, xantina oxidasas, lipoxigenasas,
mieloperoxidasas e isoenzimas del citocromo P450.
Debido a que la pro-duccion de radicales libres es
inherente a la fisiologia normal, las células han in-
corporado ambos mecanismos (enzimatico y no
enzimatico) de defensa antioxidante para mantener
el balance redox. Las modificaciones en la homeos-
tasis redox para el balance entre la generacién de
especies reactivas de oxigeno y los mecanismos
antioxidantes endégenos resultan en el EO, el cual
estd implicado en la patogenia de varias enfermeda-
des incluidas algunas del sistema cardiovascular’.

ESTRES OXIDATIVO

El EO puede contribuir al desarrollo del remodelado
cardiaco y la fibrosis™*, y estas adaptaciones cardia-
cas pueden finalmente contribuir al deterioro del
miocardio’. Por ejemplo, ha sido demostrado que el
EO incrementa la expresién de coldgeno cardiaco
tipos I y IV y fibronectina, y la disfuncién de la con-
tractilidad en ratas diabéticas’. También existe evi-
dencia del papel que juega en el desarrollo de la
fibrosis cardiaca dependiente de angiotensina Il en
ratas’ y ratones’.

Existe evidencia que el contenido de glutatién (L-
gamma-Glutamil-L-cysteinil-glicina) del ventriculo
izquierdo es reducido en el fallo cardiaco’, e impera
un particular interés en restaurar su contenido con
la suplementacién de un precursor por via oral, la N-
acetilcisteina (NAC), que reduce el EO y restaura la
funcién y el dafo cardiaco asociado en ratas’. Ade-
mas, el tratamiento con NAC, reduce la expresion de
una citocina proinflamatoria y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), cuyos receptores se expresan

en estas ratas. Por tanto, el tratamiento con NAC re-
duce los niveles séricos de TNF-a, ademds de los de
la metaloproteincinasa 9 de la matriz (MMP-9) y la
metaloproteincinasa 2(MMP-2) en pacientes con
infarto agudo de miocardio'’. Estas citocinas y enzi-
mas juegan un importante papel en el desarrollo de
la fibrosis cardiaca, el remodelado y la consecuente
disfuncién del corazoén.

La molécula de NAC se utiliza ampliamente como
medicamento mucolitico; es decir, dirigido a fluidifi-
car la mucosidad del tracto respiratorio. Se puede
encontrar en forma de comprimidos efervescentes o
como ingrediente de medicamentos antigripales“.

Es poco conocida su accién como antioxidante y,
posiblemente, la NAC sea una de las moléculas anti-
oxidantes mas potentes a la cual, por supuesto, se le
puede atribuir una aplicacién terapéutica beneficio-
sa'’.

Se han desarrollado una serie de moléculas que
poseen una doble accién antioxidante, previenen la
oxidaciéon por quelacién de cationes metalicos y
atrapan los radicales libres. Entre ellas se encuen-
tran la penicilamina, utilizada para el tratamiento de
la artritis reumatoide; el mesna (2-sulfaniletansulfo-
nato de sodio), empleado como uroprotector en la
quimioterapia asociado a ciclofosfamida, para evitar
las cistitis hemorréagicas; y la N-acetilcisteina'"'?. Esta
dltima es un farmaco con presencia de un grupo
mercapto (-SH) libre, que es el responsable de sus
acciones terapéuticas. Por un lado, actia como anti-
oxidante al neutralizar los radicales libres antes de
que estos reaccionen con cualquier estructura del
organismo y, de este modo, evita el dano sobre es-
tructuras celulares y también que se propague la
génesis de radicales, que es muy frecuente una vez
generados“. Al reaccionar estos radicales libres, la
NAC se transforma, a su vez, en un radical (-S) que
es mucho maés estable (poco reactivo) debido a que:
a) el gran tamano del dtomo de azufre le permite
retener la carga electrénica y b) se inactiva facilmen-
te al formar dimeros mediante puentes disulfuro'.

Por otro lado, actia como antioxidante preventi-
vo, ya que los grupos mercapto y carboxilico son
capaces de combinarse con cationes metalicos que
actuarian como agentes quelantes y evitarian la for-
macion rapida de nuevos radicales libres'’. Ademas,
cabe destacar que la NAC se asemeja al glutation,
que es el principal antioxidante destoxificante de la
célula. De esta forma, intervendra —entre otras co-
sas— en reacciones de fase Il del metabolismo, lo
que facilita la excrecién de téxicos y sustancias de
distinta naturaleza, gracias a su caracter nucleéfilo
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por la presencia del grupo mercapto (-SH)'".

ESTUDIOS CLINICOS Y EXPERIMENTALES

Hay investigadores que han tratado de reevaluar el
mecanismo por el cual la NAC actda como precursor
de la sintesis de glutation en el contexto de su acti-
vidad como antioxidante, de ahi que se hayan exa-
minado algunos resultados de estudios recientes
para establecer los prerrequisitos y valorar la activi-
dad antioxidante inducida por NAC.

El cambio para compensar la hipertrofia ventricu-
lar izquierda durante el fallo cardiaco es un evento
critico en pacientes con elevacién mantenida de la
tensién arterial, como ocurre en la hipertensién ar-
terial sistémica y la estenosis aértica”. Existen mul-
tiples mecanismos implicados en el desarrollo del
fallo cardiaco, pero su fisiopatologia atin no es com-
pletamente conocida'"". Entre ellos se encuentra el
EO que desempeifia su papel en el remodelado car-
diaco patolégico y la transicién a la insuficiencia car-
diacaz’w; pero su importancia en inducir el dafo del
miocardio y la terapia antioxidante ain representa
un problema de controversia en el tratamiento del
fallo cardiaco'"*®.

El glutatién es un tripéptido endégeno no protei-
nico constituido por 3 aminodcidos (cisteina, gluta-
mato y glicina), importante en la defensa celular
frente al EO", y se sintetiza dentro de las células
donde mantiene altas concentraciones™. En el fallo
cardiaco hay cambios en el glutation en estado re-
ducido y su concentracién total decrece en el mio-
cardio’"*, por eso la NAC —-molécula con propieda-
des antioxidantes que contiene grupos sulfhidrilos-,
actia como precursora de la cisteina en la sintesis
de glutatién y su administracion ha demostrado res-
taurar los niveles de glutatién y reducir el EO en
ratas con infarto cardiaco®.

Por otra parte, la NAC atentda la hipertrofia car-
diaca y de los miocitos, la disfuncién del ventriculo
izquierdo, la fibrosis intersticial, y la propensién a
las arritmias en diferentes modelos experimentales
con dafio cardiaco™?*. Sin embargo, sus efectos en
el periodo de cambios para compensar la hipertrofia
ventricular izquierda en el fallo cardiaco clinico no
han sido bien establecidos. Por eso, en una Univer-
sidad de Sao Paulo, Brasil, se realizé una investiga-
cién con el objetivo de demostrar los beneficios de
la NAC en la reduccién de la fibrosis miocardica
para compensar la hipertrofia ventricular izquierda
durante el fallo cardiaco en un modelo experimental

de estenosis supravalvular aodrtica inducida en ra-
tas’’. Los animales de experimentacion se distribu-
yeron en 3 grupos de tratamiento y se evaluaron
diferentes variables mediante ecocardiografia, anali-
sis morfolégico e histolégico del ventriculo izquier-
do y otros 6rganos, y otras técnicas de laboratorio
que incluyen la cromatografia liquida de alta efica-
cia, y llegaron a la conclusién que el tratamiento con
NAC restaura totalmente el glutation en el miocar-
dio, reduce el EO sistémico y miocardico, produce
cambios en la sefalizacion de las proteinas cinasas
activadas por mitégeno y atenda la fibrosis miocar-
dica.

Existen otros estudios cientificos en animales de
experimentacién, como el de Giam et alzs, que han
tenido como objetivo principal demostrar que la que
NAC puede reducir el EO, el remodelado y la fibro-
sis en el fallo cardiaco. La miocardiopatia hipertréfi-
ca en muchas ocasiones progresa hacia la falla car-
diaca con fraccién de eyeccién preservada, debido a
la alteracién paulatina de la funcién diastélica con o
sin repercusién en la funcién sistélica. La causa re-
sulta imprecisa, pero se han relacionado varios fac-
tores de riesgo en la variedad de la enfermedad con
predisposicién genética, como ocurre en la miocar-
diopatia hipertréfica familiar; entre ellos, la hiper-
tension arterial y la hiperlipidemia, los cuales consti-
tuyen diagnésticos relacionados, que probablemen-
te seran los mas asociados en el futuro. Por eso exis-
te el interés por varios tratamientos encaminados a
minimizar la disfuncién diastélica observada en esta
enfermedad®.

No existen estudios investigativos que relacionen
las fuertes implicaciones de las modificaciones re-
dox en la miocardiopatia hipertréfica, debido a mu-
taciones en las proteinas sarcoméricas, y el papel
potencial de las especies reactivas de oxigeno en las
proteinas miofilamentosas para inducir la exacerba-
cion del fenotipo de esta miocardiopatia. No obstan-
te, estudios previos indican que la asociacién de
estas especies reactivas de oxigeno con las modifi-
caciones de las proteinas sarcoméricas son, co-
munmente, el mayor mecanismo de produccién de
las alteraciones de la funcién diastélica en la car-
diomiopatia hipertréfica familiar.

Tsai et al*®, demostraron el crecimiento significa-
tivo de miofilamentos en respuesta al Ca”, con dis-
funcién diastélica, que es —probablemente— la causa
del remodelado cardiaco. Por su parte, Alves et al”’
y Wilder et a/ % en sendos estudios, evaluaron el
estado redox y la funcién ventricular en ratones
transgénicos, en un modelo de miocardiopatia hiper-
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tréfica familiar expresado por una mutacién del gen
de la tropomiosina, donde el residuo de acido glu-
tamico de la posicién 180 fue sustituido por glicina
(Tm-E180G). Los ratones(Tm-E180G) desarrollaron
una disfuncién diastélica grave, mas hipertrofia y
dilatacién atrial izquierda a las 2 semanas de edad;
ademads, presentaban signos tempranos de EO en la
forma de modificaciones oxidativas crecientes de
filamentos de miosina y activacion de las sefnales de
las proteinas cinasas activadas por mitégeno. El sig-
nificado de estos estudios se extiende al hecho de la
reversibilidad de la hipertrofia y dilatacién del atrio
izquierdo, ademas, aportan evidencias de mecanis-
mos basicos de reversiéon de anormalidades diasto-
licas en la cardiomiopatia hipertréfica a nivel de los
miofilamentos.

En relacion con estos resultados se tiene la hipoé-
tesis de que el tratamiento con NAC, un precursor
del glutatién, puede revertir el EO en modelos expe-
rimentales, asi como la progresién a la hipertrofia y
a la disfuncién diastélica”®*.
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ABSTRACT

N-acetylcysteine is known in a number of medical specialties and its ability to
decrease the impact of reperfusion injury in acute myocardial infarction has
boosted its use in cardiology over the past decades. N-acetylcysteine has a far-
reaching range of effects since it functions as a protective agent against oxygen
radicals through sulfhydryl groups in important regions of the cell membrane that
interfere and affect endothelial functioning and complex adhesion processes as
side effects; as well as other phenomena of the extravascular compartment. These
processes are closely related to the cardiovascular system.
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La N-acetilcisteina reduce el progreso de dafio cardiaco en
modelos experimentales

RESUMEN

La N-acetilcisteina es conocida en varias especialidades médicas. Su empleo en
cardiologia se ha incrementado desde hace décadas, por su potencial para dismi-
nuir el impacto del daiio por reperfusion en el infarto miocardico agudo. Pero el
espectro de sus efectos es aiin mayor, tiene acciones sobre los radicales de oxr-
geno, con un papel protector, por la via de los grupos sulfhidrilos de regiones
importantes de la membrana celular, los cuales interfieren y tienen efecto en la
funcion endotelial y en los procesos complejos de adhesion como efectos secun-
darios; asi como otros fenomenos del compartimento extravascular. Estos proce-
sos estdn estrechamente relacionados con el aparato cardiovascular.

Palabras clave: Lesion miocdrdica, Dafio por reperfusion, Estrés oxidativo, V-
acetilcisteina
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INTRODUCTION

Heart failure is visibly increasing internationally among the older popula-
tion coupled with a steady upturn in the prevalence of obesity, diabetes
mellitus and high blood pressure. However, its pathogenesis is complex
and multifactorial. There is conclusive clinical and experimental data sug-
gesting the central role played by oxidative stress (OS) in the pathogenesis
of heart failure'.
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Reactive oxygen species are formed from incom-
plete reduction of this gas during normal respiration
in all aerobic organisms. These species are highly
reactive and include free radicals containing one or
more unpaired electrons, such as superoxide (0,")
and hydroxyl radical ("OH), and nonradicals such as
hydrogen peroxide (H»0,). It is estimated that be-
tween 0.2-2.0% of molecular oxygen consumed by
the mitochondria in vitro may be converted to su-
peroxide anion by the electron transport chain, but
the amount of superoxide anion produced in vivo
may be far less. In addition to mitochondrial respira-
tion, superoxide anion is generated by nicotinamide-
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase,
uncoupled nitric oxide synthase, xanthine oxidase,
lipoxygenases, myeloperoxidase, and cytochrome
P450 isozymes. Because free radicals' production is
inherent to normal physiology, cells have evolved
both (enzymatic and nonenzymatic) antioxidant
defense mechanisms to maintain redox balance. A
shift in redox homeostasis to an imbalance between
reactive oxygen species generation and endogenous
antioxidant mechanisms results in OS, which is im-
plicated in the pathogenesis of various diseases in-
cluding those of the cardiovascular system”.

OXIDATIVE STRESS

Oxidative stress can contribute to the development
of cardiac remodeling and fibrosis“, and these car-
diac adaptations may ultimately lead to failing of the
myocardiums. For example, oxidative stress has
been demonstrated to increase the expression of
cardiac collagen types I and IV and fibronectin and
impair cardiac contractility in diabetic rats’. The role
played by oxidative stress in the development of
angiotensin [I-dependent cardiac fibrosis in rats’ and
mice® has also been reported. There is evidence that
left ventricular glutathione content (L-gamma-
Glutamyl-L-cysteinyl-glycine) is reduced in heart
failure’, and a particular interest in restoring gluta-
thione content via oral supplementation of its pre-
cursor, N-acetylcysteine (NAC), which reduces OS,
and restores heart failure-related cardiac damage
and function in rats’ is currently emerging. Besides,
NAC treatment reduces the expression of the pro-
inflammatory cytokine tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) whose receptors are expressed in these
rats. Therefore, NAC treatment reduces serum levels
of TNF-a, matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) and
metalloproteinase 2 (MMP-2) in patients with acute

myocardial infarction'. These cytokines and en-
zymes play an important role in the development of
cardiac fibrosis, remodeling, and subsequent cardiac
dysfunction.

The N-acetylcysteine molecule is widely used as
a mucolytic agent; that is, it is targeted at softening
mucus in the respiratory tract. It can be available as
effervescent tablets or as an additive to flu medica-
tions'".

Little is known about NAC's antioxidant action
and it may be one of the most potent antioxidant
molecules, to which a beneficial therapeutic applica-
tion could be ascribed'.

A number of dual-action antioxidant molecules
have been developed to date that are capable of
preventing oxidation by metal cation chelation and
trapping free radicals. These include penicillamine,
for treating rheumatoid arthritis; mesna (sodium;2-
sulfanylethanesulfonate), employed as a uroprotec-
tor in cyclophosphamide-associated chemotherapy,
to prevent hemorrhagic cystitis; and N-acetylcys-
teine'"'?

The latter is a drug containing a free mercapto (-
SH) group, responsible for its therapeutic action. It
acts as an antioxidant by neutralizing free radicals
before they react with any structure in the body. In
this way, damage to cellular structures and spread of
radical genesis, so frequent after generation, is avoi-
ded. N-acetylcysteine is in turn transformed into a
far more stable (-S) radical (unreactive) when these
radicals have reacted, because: a) the large size of
the sulphur atom allows it to retain the electronic
charge and b) it is easily inactivated when forming
dimers by means of disulphide bridgeslz.

It is likewise a preventive antioxidant as mercap-
to and carboxylic groups are capable of combining
with metal cations that would act as chelating agents
and prevent rapid formation of new free radicals'.
Furthermore, it should be noted that NAC resembles
glutathione, the main detoxifying antioxidant in the
cell. This way, it will be involved -among other
things- in phase Il metabolic reactions, which makes
it easier for toxins and different types of substances
to be excreted due to their nucleophilic nature, as
they hold the mercapto (-SH) group“.

CLINICAL AND EXPERIMENTAL STUDIES

Several researchers have attempted to re-evaluate
the mechanism by which NAC acts as a precursor to
glutathione synthesis in the context of its antioxidant
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activity. Hence, some results from recent studies
have been reviewed to establish all necessary re-
quirements and assess NAC-induced antioxidant
activity.

Change to compensate for left ventricular hyper-
trophy during heart failure is a critical event in pa-
tients with sustained high blood pressure, as occurs
in systemic hypertension and aortic stenosis".
There are quite a few mechanisms implicated in the
development of heart failure, but its pathophysiolo-
gy is not yet fully understood"*". Included among
these is the OS, that plays a role in pathological car-
diac remodeling and transition to heart failure®'.
But the importance of OS in inducing myocardial
injury and antioxidant therapy remains a controver-
sial issue when treating heart failure'""®

Glutathione is an endogenous non-protein tripep-
tide made up of three amino acids (cysteine, gluta-
mate and glycine) that plays a key role in cellular
defense against oxidative stress”. It is synthesized
and maintained at high concentrations in cells”.
Reduced state glutathione changes take place during
heart failure and its total concentration decreases
within the myocardium21’22. This is why NAC -a
molecule with antioxidant properties containing
sulthydryl groups— has the ability to act as a cyste-
ine precursor for glutathione synthesis and has been
shown to restore glutathione levels and reduce OS
in rats with myocardial infarction after administra-
tion®".

Moreover, NAC has been evaluated in experi-
mental models of cardiac injury, particularly hyper-
trophic cardiomyopathy in which NAC reduced left
ventricular dysfunction, interstitial fibrosis, and ar-
rhythmogenic propensityzz’zg. Yet, the effects of NAC
during transition to compensate for left ventricular
hypertrophy in clinical heart failure have not been
totally established. A University of Sado Paulo, Brazil,
therefore conducted research aimed at demonstrat-
ing the benefits of NAC in reducing myocardial fi-
brosis to compensate for left ventricular hypertro-
phy during heart failure in an experimental model of
induced supravalvular aortic stenosis in rats’. Ani-
mal models were allocated into three treatment
groups and different variables were assessed by
echocardiography and morphological/histological
analysis of the left ventricle and other organs. Some
laboratory techniques, including high-performance
liquid chromatography, were also applied to even-
tually conclude that treatment with NAC fully re-
stored glutathione in the myocardium, reduced sys-
temic and myocardial OS, induced changes in mito-

gen-activated protein kinases signaling cascade and
reduced myocardial fibrosis.

There are other scientific studies in experimental
models, such as that of Giam et a/ 25, which have
primarily focused on demonstrating that NAC is ca-
pable of reducing OS, remodeling and fibrosis in
heart failure. Hypertrophic cardiomyopathy often
progresses to heart failure with preserved ejection
fraction due to gradual alteration of diastolic func-
tion with or without systolic function impairment.
Causes remain elusive, but several risk factors with-
in the genetically predisposed variety of the disease
have been related to it, mirroring what occurs in
familial hypertrophic cardiomyopathy; among them
are high blood pressure and hyperlipidemia, related
diagnoses that are likely to be the most associated in
the future. Hence the growing interest in various
treatments aimed at relieving the diastolic dysfunc-
tion observed in this disease”.

There is no research linking the strong implica-
tions of redox modifications in hypertrophic cardi-
omyopathy due to mutations in the sarcomeric pro-
teins, and the potential role of reactive oxygen spe-
cies in the myofilament proteins to induce exacerba-
tion of the phenotype in this cardiomyopathy. Pre-
vious studies, however, indicate that the association
of these reactive oxygen species with modifications
of sarcomeric proteins is commonly the major
mechanism responsible for impairment of diastolic
function in familial hypertrophic cardiomyopathy.

Tsai et al*’, reported a significant increase in my-
ofilament response to Ca”, and diastolic dysfunc-
tion, which is —probably- the cause of cardiac re-
modeling. Meanwhile, Alves et a/ T and Wilder et
al®, in similar trials, assessed the redox state and
ventricular function of a transgenic mouse model of
familial hypertrophic cardiomyopathy expressing a
mutation in the tropomyosin gene, where glutamic
acid at residue 180 had been exchanged for a glycine
(Tm-E180G). All of the (Tm-E180G)-mice developed
severe diastolic dysfunction, along with further hy-
pertrophy and left atrial dilation at two weeks of age;
besides displaying early signs of oxidative stress in
the form of increased oxidative modifications of my-
osin filaments and activation of the mitogen-
activated protein kinases signaling cascade. The
significance of such studies entails the fact of revers-
ibility of left atrial hypertrophy and dilatation. They
also provide evidence of basic mechanisms capable
of reversing diastolic dysfunction of hypertrophic
cardiomyopathy within the myofilaments.

These previously shown results underpin the
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hypothesis that treatment with NAC, a glutathione
precursor, can reverse OS in experimental models,
as well as progression to hypertrophy and diastolic
dysfunction%’zs.
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