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Introducciéon y objetivos. La apoptosis se ha impli-
cado en la fisiopatologia de diversas cardiopatias. El re-
chazo agudo celular causa morbilidad tras el trasplante
cardiaco y su diagnostico requiere técnicas invasivas.
Hemos investigado la existencia de apoptosis de car-
diomiocitos en el corazédn trasplantado, su evolucion
temporal, su relacién con el rechazo y la posibilidad de
diagnosticar de forma no invasiva el rechazo mediante
deteccion de marcadores séricos de apoptosis.

Métodos. Analisis histoquimico de 130 biopsias endo-
miocardicas obtenidas secuencialmente de 14 pacientes
consecutivos en los primeros 6 meses tras el trasplan-
te. Se determinaron: grado de rechazo agudo, apoptosis
de cardiomiocitos mediante TUNEL y actividad de cas-
pasa 3. En los primeros 10 pacientes, se analizaron en
sueros extraidos simultaneamente a las biopsias: Fas so-
luble, factor de necrosis tumoral alfa e interleucina 6.

Resultados. Se detectaron células apoptosicas en el
81,5% de las biopsias. No encontramos correlacion del
indice apoptdsico con el grado de rechazo ni con el tiem-
po desde el trasplante, s6lo una tendencia a valores ma-
yores en casos de rechazo prolongado que no alcanza la
significacién estadistica. Observamos correlacién inversa
entre grado de rechazo y factor de necrosis tumoral alfa
(ry = -0,33; p = 0,003). No encontramos correlacion del
rechazo con el resto de las variables.

Conclusiones. Detectamos en el corazén trasplantado
pérdida de cardiomiocitos por apoptosis. No hallamos
correlaciéon con el rechazo agudo ni con el tiempo des-
de el trasplante. Nuestros datos indican que podria ha-
ber correlacion inversa entre rechazo y factor de necrosis
tumoral alfa en suero. Consideramos que ninguno de los
parametros séricos valorados es 6ptimo para diagnodstico
no invasivo de rechazo.
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Apoptosis and Acute Cellular Rejection
in Human Heart Transplants

Introduction and objectives. Apoptosis has been
implicated in the pathophysiology of various forms of
heart disease. Acute cellular rejection leads to morbidity
after heart transplantation and invasive techniques are
needed for its diagnosis. We investigated the presence
of cardiomyocyte apoptosis in transplanted hearts,
its progression, its relationship with rejection, and the
possibility that serological markers of apoptosis can be
used to detect rejection noninvasively.

Methods. Overall, 130 endomyocardial biopsies
obtained sequentially from 14 consecutive patients during
the first 6 months following heart transplantation underwent
histochemical analysis. The degree of acute rejection was
determined, myocyte apoptosis was assessed using the
TUNEL method, and caspase-3 activity was measured. In
the first 10 patients, soluble Fas, tumor necrosis factor-
alpha (TNFo) and interleukin 6 levels were determined in
serum collected at biopsy.

Results. Apoptotic cells were detected in 81.5% of
biopsies. No significant correlation was found between the
apoptotic index and either the degree of rejection or the
time from transplantation; there was only a trend to higher
values during prolonged episodes of rejection, which did
not reach statistical significance. An inverse correlation
was observed between the degree of rejection and the
TNFo level (r,=—0.33; P=.003). There was no correlation
with any other variable.

Conclusions. Cardiomyocyte loss due to apoptosis
was observed in transplanted hearts, but no correlation
was observed with either acute rejection or the time from
transplantation. Our findings suggest there could be an
inverse correlation between rejection and the serum TNFo
level. No serum parameter evaluated was regarded as
suitable for the noninvasive diagnosis of acute rejection.

Key words: Apoptosis. Acute cellular rejection. Heart
transplantation.
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ABREVIATURAS

ISHLT: International Society for Heart and
Lung Transplantation.

TNFo: factor de necrosis tumoral alfa.

TUNEL: TdT-mediated dUTP nick end labelling.

INTRODUCCION

El rechazo agudo celular causa morbilidad y pér-
dida celular en el injerto tras el trasplante cardiaco
y requiere una monitorizacion invasiva mediante
realizacion de biopsias endomiocardicas seriadas!.

La apoptosis o «muerte celular programada» esta
implicada en diversas cardiopatias, y se han obser-
vado resultados dispares en cuanto a la existencia
de una posible relacién entre apoptosis y rechazo
agudo celular*'’. En estudios experimentales en
ratas, se detectd apoptosis de miocitos en aloin-
jertos, pero no en homoinjertos*®; aunque Bergese
et al* concluyeron que la apoptosis no era indica-
tiva de rechazo agudo, sino que se relacionaba con
el rechazo crénico. En cuanto al trasplante cardiaco
humano, Laguens et al® estudiaron 63 biopsias en-
domiocardicas de 6 receptores, y encontraron apop-
tosis de miocitos mas frecuentemente en muestras
con mayor rechazo. Jollow et al® estudiaron
22 biopsias con rechazo moderado, y no encon-
traron apoptosis de miocitos, sino solamente de cé-
lulas mononucleares. Szabolcs et al’ analizaron
30 biopsias con rechazo 2R/3R frente a 12 sin re-
chazo, y encontraron 30 veces mas cardiomiocitos
apoptosicos en el primer grupo. Puig et al®, me-
diante estudio histolégico y marcacion isotdpica de
40 biopsias, observaron apoptosis de cardiomio-
citos mas frecuente en el rechazo grave, pero tam-
bién en muestras sin rechazo histologico. Masri et
al’®, tras evaluar 59 biopsias de 24 pacientes, detec-
taron actividad de caspasa aumentada y apoptosis
predominantemente de células infiltrativas durante
el rechazo agudo, persistente tras su resolucion his-
tologica. Koch et al'® valoraron biopsias de 27 re-
ceptores y detectaron apoptosis casi exclusiva de
células intersticiales, en mayor cantidad y con
mayor expresion de la molécula antiapoptosica
Bcl-2 para mayores grados de rechazo; en cardio-
miocitos apenas detectaron apoptosis, y no hubo
diferencias en la expresion de Bcl-2. En cuanto a los
mecanismos implicados en la apoptosis en el tras-
plante cardiaco, se ha estudiado el papel del 6xido
nitrico a través de la sintasa del NO (NOS)"!!, del
sistema Fas/FasL*!'>!1% y de la familia de mediadores
Bax/Bcl-2!%14, entre otros.

Constatar la posible implicacién de la apoptosis
en la fisiopatologia del rechazo agudo celular e in-
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vestigar las vias moleculares implicadas podrian
abrir una puerta a nuevos abordajes diagnosticos y
terapéuticos del rechazo. Hemos aplicado diversas
técnicas de deteccion de apoptosis al tejido miocar-
dico y el suero de pacientes trasplantados cardiacos,
con la finalidad de: a) valorar la existencia de apop-
tosis de cardiomiocitos en el corazén trasplantado
humano como mecanismo de pérdida celular y su
evolucién temporal; b) estudiar la posible asocia-
cion entre apoptosis de cardiomiocitos y rechazo
agudo celular, y ¢) analizar la posibilidad de detec-
cion no invasiva del rechazo mediante determina-
cion de marcadores serologicos de apoptosis.

La apoptosis celular tiene mecanismos regula-
dores que implican gran nimero de mediadores ce-
lulares. Puede iniciarse a través de dos vias: extrin-
seca e intrinseca. Ambas confluyen en la activacion
de las caspasas, conjunto de proteasas intracelulares
que actuan escalonadamente y finalmente producen
los cambios morfologicos en la célula!*!'7, Hemos
seleccionado para su valoracion en el trasplante
cardiaco humano variables que actuan en cada uno
de los tres niveles de la secuencia temporal del pro-
ceso de muerte celular programada: Fas soluble,
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) e interleu-
cina (IL) 6 como parametros séricos relacionados
con la puesta en marcha de la apoptosis a través de
la via extrinseca, deteccion de caspasa 3 como en-
zima que pudiera desempenar un papel central en el
proceso y TdT-mediated dUTP nick end labelling
(TUNEL) como detector de apoptosis de miocitos
ya establecida.

METODOS

Diseno del estudio

Cohorte clinica prospectiva en la que se incluyo
consecutivamente a todos los pacientes sometidos a
trasplante cardiaco en nuestra unidad durante
6 meses (n = 14 pacientes). Se establecieron como
criterios de exclusion: fallecimiento durante el
postoperatorio inicial y retrasplante.

Se extrajeron biopsias endomiocardicas en los
primeros 6 meses tras el trasplante, periodo de
maxima incidencia de rechazo agudo (n = 130 biop-
sias; 7-12/paciente). En los primeros 10 pacientes, se
realizaron extracciones de suero simultaneas a la
toma de biopsias (n = 80 muestras); no se realizé en
los 4 pacientes restantes por limitaciones en la dis-
ponibilidad de reactivos.

Se realizd un seguimiento clinico prospectivo
hasta 4 afios desde el inicio de la inclusion segun
protocolo clinico habitual de la unidad, y se reco-
gieron datos del receptor, el donante, la interven-
cion, la pauta de inmunosupresion y la evolucion
clinica.
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Variables en estudio

En las biopsias se determiné el grado de rechazo
agudo celular (International Society for Heart and
Lung Transplantation [ISHLT]), se valor6 la apop-
tosis de cardiomiocitos mediante la técnica TUNEL
y se realizd deteccion de caspasa 3. En las muestras
de suero se cuantificaron Fas soluble, TNFo e IL-6.

Obtencidén y procesamiento de las muestras

Se siguio el protocolo de monitorizacién del re-
chazo vigente en el momento del estudio (primera
biopsia a los 10-12 dias del trasplante, cada 10 dias
durante los primeros 2 meses, cada 15 dias durante
los meses 3 y 4, y cada mes los meses 5y 6).

Se realizo6 la extraccién de biopsias segun pro-
tocolo habitual, y se obtuvieron 4-6 muestras de
endomiocardio del ventriculo derecho de 2-3 mm
de didmetro por paciente y procedimiento. Se fi-
jaron en una solucion de formaldehido tampo-
nado al 10% (Sigma, St. Louis, Missouri, Estados
Unidos) y se mantuvieron 30 min en formol ca-
liente (70 °C). Tras inclusién en parafina, se pro-
cedié al corte del tejido con microtomo (3-4 um)
Jung RM 2035 (Leika, Espafia), que se coloco en
un portaobjetos. Las muestras se consideraron
suficientes cuando habia al menos tres frag-
mentos evaluables, descartadas areas de fibrosis
por biopsia previa.

Se extrajeron 80 muestras de sangre de los pri-
meros 10 pacientes incluidos en el mismo dia de la
toma de biopsias. Se procesaron para obtener
suero.

Determinacion del grado de rechazo

Se tifieron las muestras con hematoxilina-cosina
y tricrémico de Masson. Se determin¢ el grado de
rechazo segin la clasificacion ISHLT vigente
cuando se diseno el estudio: 0, ausencia de rechazo;
1A, infiltrado focal sin necrosis; 1B, infiltrado di-
fuso sin necrosis; 2, un foco de infiltrado agresivo
y/o dano miocitico focal; 3A, infiltrados agresivos
multifocales y/o dafio de miocitos; 3B, infiltrados
inflamatorios difusos con necrosis; 4, infiltrado in-
flamatorio polimorfo difuso, con edema, hemo-
rragia, vasculitis y necrosis. Clasificacion actual
ISHLT: OR =0; IR = A, 1By 2; 2R =3A; 3R =3B
y 4.

Deteccion de apoptosis de miocitos mediante
TUNEL

La técnica TUNEL se basa en marcar y detectar
el extremo 3’OH expuesto de forma caracteristica al
fragmentarse el ADN en el proceso apoptotico. De-

tecta nucleos de células apoptodticas en cortes histo-
logicos sin destruir la integridad tisular.

Se realizo la unién de dichos fragmentos de ADN
a desoxiuridintrifosfato (dUTP) marcado con fluo-
resceina, en una reaccion mediada por desoxinu-
cleotidiltransferasa (TdT) (Boehringer Mannheim,
In Situ Cell Death Detection Kit, POD). Las sec-
ciones de tejido fueron desparafinadas con xileno y
rehidratadas con alcohol, se introdujeron en una
solucion de citrato 0,1 mol y se calentaron en mi-
croondas durante 5 min. Se lavaron y se cubrieron
con la mezcla TUNEL, que contenia TdT y fluores-
ceina-dUTP, y se incubaron en camara himeda du-
rante 1 h a 37 °C y a continuaciéon con un anti-
cuerpo especifico para fluoresceina conjugado con
peroxidasa. La utilizacion de diaminobenzidina
permitié ver los nucleos marcados en color marron.
Se tiferon con hematoxilina los nucleos sin frag-
mentacion del ADN. En todos los casos se procesod
con las biopsias una muestra de amigdala palatina
humana como control (sabemos que en los foliculos
linfoides de la amigdala se produce habitualmente
apoptosis).

Cada seccion de tejido fue examinada con mi-
croscopio optico a 25, 100 y 400 aumentos. En cada
muestra se examinaron diez campos al azar a 400
aumentos, se cuantificé el nimero de cardiomio-
citos positivos para TUNEL y se definié como in-
dice apototico su valor medio.

Deteccion histoquimica de actividad
de caspasa 3

Se cree que la caspasa 3 (CPP32) podria desem-
penar un papel central en la apoptosis. Analizamos
el grado de expresion de CPP32 en el endomio-
cardio mediante técnicas histoquimicas. Para ello,
tras desparafinacion y rehidratacion, se incubaron
las secciones de tejido con un suero de caballo du-
rante 30 min a temperatura ambiente, se lavaron
con salino tamponado y se tifieron con un anti-
cuerpo especifico monoclonal de ratén, que se em-
pleo6 a una dilucién de 1:1.000. Como controles ne-
gativos, en varias muestras se realizo la técnica sin
el anticuerpo. Cada seccion de tejido se examind
con microscopio optico a 25, 100 y 400 aumentos y
se valoré seglin la positividad o negatividad en car-
diomiocitos de la técnica descrita.

Determinacion de Fas soluble en suero

Fas y Fas ligando (FasL) son proteinas de la su-
perficie celular y ambas tienen una forma soluble.
Fas induce apoptosis cuando se une a FasL o a la
forma soluble de FasL. Fas soluble, que carece de
la porcidn transmembrana de Fas, bloquea la apop-
tosis, porque inhibe la unién de Fas a FasL o a
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FasL soluble. Su determinacion se realizé en suero
mediante ELISA (enzyme-linked immunoabsorbent
assay) (sAPO-1/Fas ELISA Zymed Laboratories
Inc.).

Determinacion de TNFo en suero

El TNFo induce apoptosis a través de la union a
su receptor especifico en la membrana celular,
TNF-R1, poniendo en marcha la via extrinseca. Su
determinacion se realizo en suero mediante ELISA
(QuantikineHS human TNFa,).

Determinacion de IL-6 en suero

La IL-6 es un inductor de apoptosis relacionado
con el sistema Fas-FasL, que induce la transcrip-
cion del gen del receptor Fas/APO 1. Su determina-
cion se realizd en suero mediante ELISA (Quanti-
kine HS human IL-6).

La concentraciéon de cada producto soluble se
calculd extrapolando la densidad optica de cada
muestra problema de una curva patrén realizada
con las densidades Opticas de diferentes muestras
con concentraciones conocidas de cada producto.
Todas las determinaciones se realizaron por dupli-
cado.

Analisis estadistico

Se recogieron los resultados de las variables con
media, mediana, desviacion tipica, minimo y
maximo en cada paciente. La comparacion de los
intervalos promedio de los pacientes en cuanto a los
parametros analizados se realizé mediante un ana-
lisis de varianza no paramétrico (prueba de Krus-
kal-Wallis), con la finalidad de identificar diferen-
cias en la variabilidad entre pacientes; si esta
variabilidad era significativa, no se analizaba la va-
riable en los siguientes analisis. La hipotesis de nor-
malidad de las distribuciones de datos se realiz6 con
el test de Shapiro-Wilk. Dado que las variables de
las muestras no seguian una distribucion normal, se
utilizo para valorar su grado de correlacion el co-
ciente de correlacion no paramétrico de Spearman
y su contraste de hipotesis. La valoracion de la ca-
pacidad diagnostica para detectar rechazo de las
variables serologicas estudiadas se realizdo mediante
la obtencién de las curvas ROC, y se resume en su
area bajo la curva (intervalo de confianza [IC] del
95%) y su contraste de hipotesis. Se hizo una valo-
racion de la evolucion de los diversos parametros
en el tiempo. En todos los casos se consideraron di-
ferencias estadisticamente significativas cuando
p < 0,05. El tratamiento estadistico se llevo a cabo
con el programa SPSS v. 10.0 para sistema opera-
tivo Windows.
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RESULTADOS

Se incluyd a 14 pacientes (12 varones; media de
edad, 50 + 8,4 afnos). Las cardiopatias que moti-
varon el trasplante fueron: miocardiopatia isqué-
mica (n = 7 pacientes), dilatada idiopatica (n = 6),
insuficiencia adrtica (n = 1) y endlica (n = 1). Los
donantes fueron varones entre 21 y 52 afos. El tras-
plante se realizd segun técnica estandar en 11 pa-
cientes y bicava en 3. Se realiz6 en todos los pa-
cientes terapia inmunosupresora de induccidén con
OKT3 y de mantenimiento con ciclosporina, aza-
tioprina y esteroides, excepto en 1 caso, en que se
utilizd micofenolato en lugar de azatioprina. Un
paciente fallecio subitamente en su séptimo mes
postrasplante durante un cuadro infeccioso; los
demads estaban en buena situacion funcional al final
del seguimiento. Once pacientes sufrieron algin epi-
sodio de rechazo 2R o mayor y recibieron trata-
miento especifico.

La distribucién de las 130 biopsias en cuanto a
grado de rechazo fue la siguiente: OR, 62; 1R, 39
(1A, 12; 1B, 12; 2, 15); 2R, 27; 3R, 2 biopsias.

Se detectaron cardiomiocitos apoptoticos me-
diante TUNEL en 106 de las 130 biopsias, lo que
confirma la existencia de apoptosis en el corazén
trasplantado. El valor medio del indice apoptoético
fue 1,2 = 1,48. No se encontro correlacion significa-
tiva entre valores TUNEL y grado de rechazo
(r, = 0.08; p = 0,37) (fig. 1). Se detectaron miocitos
TUNEL positivos en biopsias sin rechazo.

De las muestras valoradas, 30 fueron positivas
para deteccion histoquimica de caspasa 3 y 68, ne-
gativas (tabla 1). Las demas se consideraron no va-
lorables o muestra disponible insuficiente. No se
encontro correlacion de positividad para caspasa 3
con grado de rechazo ni con valores TUNEL.

No se observd correlacion significativa entre
grado de rechazo y valores de Fas soluble (r, = 0,44;
p =0,7) (fig. 2).

La comparacion entre pacientes en cuanto a va-
lores de IL-6 mediante analisis de varianza (Krus-
kal-Wallis) mostré diferencias significativas entre
ellos (p < 0,005), por lo que no se considero ade-
cuado continuar su valoracidn en relacion con otras
variables del estudio.

TABLA 1. Positividad de caspasa 3 en relacion
con rechazo celular agudo

Caspasa 3 (%)
Grado rechazo
Negativo Positivo
< 2R (< 3A) 72,5 27,5
>2R (> 3A) 65,2 34,8
Total 70,7 29,3
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Se encontrd correlacién negativa significativa
entre grado de rechazo y valores de TNFoa
(r, =-0,333; p = 0,003) (fig. 3). A partir de este ha-
llazgo, se realiz6 una valoracién de su aptitud como
test diagnostico del rechazo mediante obtencion de
la curva ROC. El valor del area bajo la curva re-
sultdo bastante bajo (0,68) y no se considerd indi-
cado determinar puntos de corte (fig. 4). Interpre-
tamos que la exactitud de la prueba es demasiado
baja para resultar 1util en el diagnostico no invasivo
del rechazo.

La evolucion de las variables TUNEL, Fas so-
luble e IL-6 no siguidé ningun patrén temporal
(fig. 5SA-C). Prescindiendo de los valores coinci-
dentes con episodios de rechazo, la evolucion del
TNFa fue ligeramente ascendente desde el mo-
mento del trasplante (fig. SE).

Se realiz6 una valoracién de las variables en casos
de rechazo prolongado frente a los de ausencia pro-
longada de rechazo, definidos respectivamente
como grado > 3A (= 2R) y como grado OR durante
al menos dos biopsias consecutivas. Los valores de
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Fig. 4. Valoracion de la aptitud del factor de necrosis tumoral alfa (TNFor)
para diagnéstico no invasivo del rechazo agudo. Curva ROC.

TNFa eran significativamente menores en los casos
de rechazo prolongado (p = 0,008). Hubo tendencia
a encontrar valores de apoptosis de cardiomiocitos
mas altos en los episodios de rechazo prolongado,
pero no llegd a alcanzar significacion estadistica
(p = 0,168). En el resto de las variables no se encon-
traron diferencias significativas.
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DISCUSION

El presente trabajo es el primer estudio longitu-
dinal sobre apoptosis en el rechazo agudo celular en
el trasplante cardiaco humano, con datos seriados
de pacientes en los mismos tiempos desde el tras-
plante y con seguimiento evolutivo. Ademas, hemos
seleccionado las variables tratando de estudiar la
apoptosis en distintos puntos de su secuencia tem-
poral. En cuanto al nimero de biopsias analizadas,
es el estudio mas amplio publicado en este campo.
Como resultado, hemos detectado muerte de car-
diomiocitos por apoptosis en el corazén trasplan-
tado, aunque no hemos podido establecer una rela-
cion entre apoptosis y rechazo. Habiendo aplicado
el método histoquimico mas ampliamente utilizado,
la técnica TUNEL de deteccion de los oligofrag-
mentos del ADN que tipicamente se producen en la
apoptosis, no hemos detectado correlacion signifi-
cativa con el rechazo (p = 0,37). Unicamente en re-
chazos prolongados observamos una tendencia a
valores mas altos de TUNEL, pero sin alcanzar sig-
nificacion estadistica (p = 0,16).

Gran parte de los estudios sobre apoptosis en el
trasplante cardiaco se han realizado en modelos ex-
perimentales en animales®, con resultados dificil-
mente extrapolables al complejo proceso del tras-
plante cardiaco humano. De los llevados a cabo en
el hombre*!° se intuye que podria haber cierta co-
rrelacion entre apoptosis y rechazo, aunque no se
corrobora en todos los estudios, que se han reali-
zado con un numero de muestras inferior al que
presentamos. El hecho de detectar apoptosis en
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Fig. 5. Evolucion de las variables. A-C: TUNEL, Fas soluble e interleucina 6 (IL-6) no siguen ningun patron en el tiempo. D y E: el factor de necrosis tumoral
alfa (TNFor) sigue una evolucion ligeramente ascendente desde el momento del trasplante si prescindimos de los valores que coinciden con episodios de

rechazo.

muestras sin rechazo indica que hay otros meca-
nismos en el injerto cardiaco que la causan.

Delimitar la hipotética interrelacion entre apop-
tosis y rechazo en el seno de un proceso tan compli-
cado como el trasplante cardiaco resulta dificil, ya
que, ademas del rechazo, confluyen multiples esti-
mulos que pueden causar apoptosis: tratamiento
del donante con catecolaminas, isquemia del or-
gano desde la extraccion al implante, circulacion
extracorporea y administracion de farmacos como
los inhibidores de la calcineurina; asi, la ciclospo-
rina A actia inhibiendo FasL y TNFa, aumen-
tando la IL-6 y modulando sustancias antiapopto-
ticas como la proteina Bcl-2'“.

Otro punto de interés es la duda de en qué me-
dida somos capaces realmente de detectar apoptosis
con las técnicas de que disponemos. En la mayoria
de los estudios se ha valorado mediante TUNEL,
que detecta los fragmentos de ADN que se pro-
ducen tipicamente en este proceso y permite la
cuantificacion celular mediante microscopio optico.
Se ha postulado que la sintesis activa de ARN y el
dafio del ADN en células necréticas en algunos
casos pueden causar tincion «no especifica», y en
algtin estudio no se ha podido constatar datos mor-
folégicos de apoptosis en células positivas para
TUNEL por microscopia electronica'®. Llama la
atencion la disparidad entre los porcentajes de cé-

lulas apoptodticas detectadas mediante TUNEL en
diferentes estudios en insuficiencia cardiaca'®.

Otra dificultad para la deteccidon y la cuantifica-
cion de la muerte celular programada podria ser su
escasa duracion, ya que no queda huella una vez
completada la fagocitosis de los cuerpos apopto-
ticos; puesto que la estructura tisular queda intacta,
se podria subestimar su magnitud total. Ademas,
tanto rechazo como apoptosis son procesos de dis-
tribucion irregular en el miocardio y, por lo tanto,
estan sujetos a una gran variabilidad del muestreo
en la obtencion de las biopsias.

En nuestro estudio no hemos encontrado correla-
cion entre positividad para caspasa 3 y grado de re-
chazo. No esta claro que esta enzima tenga un papel
central en la apoptosis en todos los tipos celulares;
algunos autores defienden que las caspasas varian
dependiendo del tipo celular e incluso del estimulo
que induzca el proceso'®. En el trasplante cardiaco
ha sido poco estudiada; en un estudio la inhibicion
de caspasa 3 parecia disminuir el desarrollo de la
enfermedad vascular del injerto?; en el rechazo
agudo, Masri et al’ encontraron una actividad de
caspasa 3 y 8 aumentada en el rechazo moderado,
que persistia tras su resolucion.

En cuanto al papel del sistema Fas/FasL, Toyo-
zaki et al??> encontraron concentraciones de Fas so-
luble mas altas en la miocarditis que en la insufi-
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ciencia cardiaca o en voluntarios sanos. Varios
estudios, sin embargo, han observado un aumento
de Fas soluble en la insuficiencia cardiaca®. En el
trasplante cardiaco, un estudio reciente encontro
una expresion aumentada de ARNm de Fas y FasL
en biopsias con rechazo agudo, pero no encon-
traron diferencias en la expresion de Fas soluble
con o sin rechazo!®. Nosotros no hemos encontrado
correlacion significativa entre cifras de Fas soluble
y grado de rechazo.

Esta bien establecido que hay concentraciones
altas de TNFa en pacientes con insuficiencia car-
diaca y que puede ser deletéreo para la funcién mio-
cardica. En el trasplante cardiaco, desde ectapas
tempranas se observa una expresion aumentada,
superior a los valores encontrados en insuficiencia
cardiaca, que no se asocia a disfuncion contractil*.
Chollet et al* publicaron que el TNFo aumenta co-
incidiendo con el rechazo en el trasplante cardiaco,
pero el escaso numero de muestras del estudio li-
mita su validez. Nuestros resultados, por el con-
trario, parecen indicar que el TNFa en suero po-
dria disminuir en mayores grados de rechazo, si
bien hay que tener en cuenta que se trata de un
marcador bastante inespecifico. Dado que algunos
inmunosupresores modulan sustancias que inter-
vienen en la apoptosis, una explicacion a este ha-
llazgo podria estar en que los pacientes tuvieran
grados de inmunosupresion mas elevados.

Una limitaciéon de nuestro estudio es que el ta-
mano muestral es exploratorio y relativamente pe-
quefio en cuanto a numero de pacientes, si bien,
como hemos senalado, el numero de biopsias estu-
diadas constituye una serie bastante amplia. Otra
limitacion es carecer de una prueba morfologica de
confirmacion, a tenor de los estudios que han ido
apareciendo acerca de la inexactitud del TUNEL en
la deteccion de apoptosis y de la posibilidad de que
se produzca una fragmentaciéon de ADN similar en
otros procesos de muerte celular. Por ultimo, si bien
la biopsia endomiocardica sigue siendo el mejor
método para diagnosticar el rechazo, debemos tener
en cuenta sus limitaciones para detectarlo.

CONCLUSIONES

Hemos detectado en el corazén trasplantado pér-
dida de cardiomiocitos por apoptosis. No hemos
encontrado correlacién entre la apoptosis detectada
y el grado de rechazo agudo celular ni una pauta
temporal desde el trasplante. Nuestros datos in-
dican que podria haber correlacion inversa entre el
grado de rechazo y los valores de TNFo en suero.
Consideramos que ninguno de los tres parametros
séricos relacionados con la apoptosis que hemos es-
tudiado (Fas soluble, IL-6, TNFo) es apto para el
diagnostico no invasivo del rechazo celular agudo.
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