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Osvaldo Pérez, Pablo Castro, Guillermo Diaz-Araya?, Danniels Nettle®, Francisco Moraga?,
Mario ChiongP, Jorge Jalil, Ricardo Zalaquett, Sergio Moran, Pedro Becker, Ramén Corbalan

y Sergio Lavandero®

Departamento de Enfermedades Cardiovasculares. Hospital Clinico. Pontificia Universidad Catélica de Chile.
Departamentos de 2Quimica Farmacolégica y Toxicolégica y de ®Bioquimica y Biologia Molecular.
Facultad Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Universidad de Chile. Santiago. Chile.

Introduccidn y objetivo. Existe estrés oxidativo en pa-
cientes con insuficiencia cardiaca cronica (ICC). El tras-
plante cardiaco, alternativa terapéutica importante en es-
tos pacientes, podria disminuir el estrés oxidativo al
mejorar la funcion cardiaca. Nuestro objetivo fue evaluar
el estrés oxidativo postrasplante cardiaco.

Pacientes y método. Fueron estudiados 3 grupos ex-
perimentales: a) trasplantados cardiacos, sin evidencia
de rechazo (n = 11); b) pacientes con ICC capacidad fun-
cional Ill de la NYHA (n = 19), y ¢) sujetos controles sa-
nos (n = 14). El estrés oxidativo se evalué determinando
valores plasmaticos de malondialdehido (MDA), y activi-
dades de glutation peroxidasa (GSH-Px), catalasa (CAT)
y superdxido dismutasa (SOD).

Resultados. Las caracteristicas demogréficas fueron si-
milares entre los grupos. El tiempo postrasplante fue 20,0 +
4,8 meses. Los valores de MDA en trasplantados y con ICC
fueron significativamente mayores que en sujetos normales
(3,35 +0,8; 3,27 + 1,7, y 0,90 * 0,3 uM, respectivamente).
La actividad de GSH-Px aumenté en trasplantados respec-
to al grupo control (0,40 £+ 0,07 y 0,33 + 0,05 U/g Hb, res-
pectivamente). La actividad de SOD fue menor en trasplan-
tados respecto al grupo control ICC (0,44 + 0,1 frente a
0,87 £ 0,6 U/mg Hb). No hubo diferencias en las activida-
des de CAT entre trasplantados y pacientes con ICC.

Conclusioén. Los pacientes sometidos a trasplante cardia-
co tienen un aumento del estrés oxidativo, evidenciado por
una elevacion del MDA 'y por una disminucién de la actividad
de SOD, a pesar de una mayor actividad de GSH-Px. Este
aumento del estrés oxidativo fue similar al encontrado en pa-
cientes con ICC estable CF Il de la NYHA, y se observé en
ausencia de episodios reconocidos de infeccion o rechazo.
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Persistence of Oxidative Stress After Heart
Transplantation: a Comparative Study of Patients
with Heart Transplant Versus Chronic Stable Heart
Failure

Introduction and objective. Chronic heart failure
(CHF) is associated with oxidative stress. Heart trans-
plantation, an important therapeutic alternative in these
patients, could reduce oxidative stress by improving car-
diac function. Our aim was to evaluate post-heart trans-
plantation oxidative stress.

Patients and method. We studied three experimental
groups: a) heart transplant recipients without evidence of
rejection (n = 11); b) NYHA class Ill CHF patients (n =
19), and c) healthy control subjects (n = 14). Oxidative
stress was assessed by measuring plasma malondial-
dehyde levels (MDA), and determining the enzymatic acti-
vities of glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase
(CAT), and superoxide dismutase (SOD).

Results. The demographic characteristics of the three
groups were similar. Mean time from transplantation was
20.0 + 4.8 months. Mean MDA plasma levels in heart
transplantation and CHF patients were significantly higher
than in normal subjects (3.35£0.8;3.27 1.7y 0.9 £ 0.3
uM, respectively). GSH-Px activity increased after trans-
plantation compared to control subjects (0.40 + 0.06 and
0.33 + 0.05 U/g Hb, respectively), but not the CHF group.
A significant decrease in SOD activity was found in the
heart transplant vs. CHF group (0.44 = 0.1 vs. 0.87 + 0.6
U/mg Hb). There were no differences in CAT values bet-
ween heart transplant and CHF patients.

Conclusion. These findings demonstrated the presen-
ce of permanent oxidative stress in patients who have un-
dergone heart transplantation, characterized by an incre-
ase in MDA and a decrease in SOD activity, despite an
increase in GSH-Px activity.
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ABREVIATURAS

ICC: insuficiencia cardiaca crénica.
MDA: malondialdehido.

GSH-Px: glutatién peroxidasa.
CAT: catalasa.

SOD: superéxido dismutasa.

INTRODUCCION

Aunque han existido importantes avances en el tra-
tamiento de la insuficiencia cardiaca crénica (ICC), su
morbimortalidad continda siendo elevada!. Diversos
estudios han demostrado un aumento del estrés oxida-
tivo en pacientes con ICC. La isquemia-reperfusion,
mayor actividad neurohumoral, estimulacién por cito-
cinas y la presencia de células inflamatorias son esti-
mulos generadores de radicales libres y modificadores
del estado de estrés oxidativo en la ICC?3. Estudios
basicos y clinicos sugieren que los radicales libres del
oxigeno podrian contribuir al deterioro de la funcién
cardiaca*”. Los radicales libres incluyen los aniones
superoxido, radicales hidroxilo, peréxido y H,0,*. Es-
tos son productos del metabolismo y se mantienen en
bajas concentraciones mediante la accién de diversos
sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.
En condiciones normales existe un balance entre la
produccién de los radicales libres del oxigeno y los
sistemas defensivos antioxidantes. Cualquier altera-
cién en este balance a favor de los radicales libres pro-
duce estrés oxidativo.

Experimentos en ratas con infarto agudo de miocar-
dio han sugerido una estrecha relacién entre la apari-
cién de insuficiencia cardfaca y estrés oxidativo®. Es-
tudios in vitro han revelado que breves exposiciones a
radicales libres resultan en disminucién de fosfatos de
alta energia, pérdida de funcion contrictil y anormali-
dades estructurales’. Se han demostrado concentracio-
nes elevadas de pentano en el aire espirado y un au-
mento en los valores plasméticos de malondialdehido
(MDA), un marcador indirecto de peroxidacién lipidi-
ca, en pacientes con ICC'*!2, Ademads, altas concentra-
ciones de MDA en el plasma se correlacionan con una
mayor gravedad de los sintomas y compromiso fun-
cional de la ICC".

Se han utilizado diferentes intervenciones terapéuti-
cas para disminuir el estrés oxidativo en pacientes con
ICC. A nivel experimental, utilizando modelos de
isquemia y reperfusion, se ha demostrado que la admi-
nistracion de antioxidantes previene o retrasa la transi-
cién desde un estado de insuficiencia cardiaca com-
pensada hacia uno de descompensacién'. A nivel
clinico, la terapia crénica con bloqueadores beta en
pacientes con ICC disminuye el estrés oxidativo'>. El
trasplante cardiaco es una alternativa terapéutica con-
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solidada en pacientes con ICC y grave limitacién fun-
cional'®. Teéricamente, el trasplante cardiaco podria
disminuir el estrés oxidativo al mejorar la funcién car-
diaca. Sin embargo, estudios realizados en animales
han demostrado un mayor metabolismo de radicales li-
bres del oxigeno con un consiguiente aumento del
estrés oxidativo!”!. Pocos estudios clinicos han eva-
luado el estado del estrés oxidativo postrasplante
cardfaco, y algunos autores lo han relacionado con la
presencia de infeccién, rechazo o uso de farmacos in-
munosupresores’>?2. Recientemente, un aumento del
estrés oxidativo se ha atribuido a una disminucion de
la capacidad enzimdtica antioxidante después del pri-
mer afio del trasplante®.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el estado de es-
trés oxidativo postrasplante cardiaco utilizando medicio-
nes plasmadticas de MDA y de la actividad de los diferen-
tes sistemas antioxidantes enzimaticos. Las mediciones
obtenidas se comparan con la realizada en pacientes con
ICC y con las de un grupo de sujetos sanos.

PACIENTES Y METODO
Pacientes con trasplante cardiaco

En este estudio se incluy6 a 11 pacientes con tras-
plante cardiaco (8 varones), con una edad promedio de
48 afios (rango, 16-62 afios). El tiempo promedio pos-
trasplante fue de 20 meses (rango, 12-26 meses). El
protocolo de inmunosupresion consistié en ciclospori-
na A, azatioprina y esteroides. En todos los pacientes
se realizaron biopsias endomiocdrdicas dentro de 2 se-
manas de la medicién de los parametros de estrés oxi-
dativo. Las biopsias se efectuaron por puncién yugular
segun la técnica cldsica y biétomos desechables, en los
cuales se obtiene al menos 4 muestras para diagndstico
microscépico. Las biopsias se analizaron siguiendo la
clasificacién del Grupo de Estudio del Rechazo Car-
diaco de la Sociedad Internacional de Trasplante de
Coraz6n y Pulmén?*. Ningin paciente tenia evidencia
de rechazo cardiaco en las biopsias efectuadas ni evi-
dencias de infeccién en un periodo de 3 meses como
minimo. El ecocardiograma de todos los pacientes
mostraba una fraccién de eyeccidén normal y se encon-
traban en capacidad funcional (CF) I de la NYHA.

Pacientes con insuficiencia cardiaca

Se estudid a 19 pacientes con insuficiencia cardiaca,
todos varones, con una edad promedio de 61 afios (ran-
go, 44-75), en CF 111, estables y en tratamiento habitual
(diuréticos, digital, inhibidores de la enzima conversiva
de la angiotensina [IECA] y sin bloqueadores beta al
momento del estudio). Todos los pacientes tenian dila-
tacion y disfuncidn sistdlica con fraccion de eyeccion
(FE) determinada por ecocardiograma < 40%. La etio-
logia fue isquémica en 7 pacientes (37%), miocardio-
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patia dilatada idiopatica en siete (37%) e hipertensiva
en 5 pacientes (26%). Se excluy6 a pacientes con: a)
CF 1V, shock cardiogénico; b) cirugia de bypass coro-
nario, angioplastia o infarto de miocardio en los ulti-
mos 3 meses; ¢) angina crénica; d) cambio en el trata-
miento o uso de bloqueadores beta en los dltimos 2
meses; e) enfermedad valvular significativa; f) presen-
cia de factores descompensantes como sindrome coro-
nario agudo, disfuncién valvular, arritmia, infeccion,
anemia grave, hipertiroidismo o embolia pulmonar, y
g) presencia de condiciones que pudieran afectar las
determinaciones de estrés oxidativo como insuficiencia
renal (creatinina plasmadtica > 2 mg/dl), enfermedades
autoinmunes, neoplasia, enfermedad pulmonar o hepéa-
tica avanzada, inflamacion aguda o crénica.

Controles sanos

Por motivos éticos no se pudo contar con un grupo
control que recibiera tratamiento con firmacos inmu-
nosupresores. El grupo control estuvo conformado por
14 sujetos sanos pareados por edad y sexo. Todos ellos
eran asintomaticos, sin antecedentes moérbidos de im-
portancia y examen fisico normal. Se excluyé a suje-
tos con factores de riesgo coronario conocidos, o si es-
taban en tratamiento con cualquier medicacion,
suplementos vitaminicos, antioxidantes, o ingerian al-
cohol de forma regular.

Todos los sujetos firmaron un consentimiento infor-
mado aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Clinico de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Marcadores de estrés oxidativo

Los pardmetros de estrés oxidativo se determinaron en
sangre periférica. En los 3 grupos se midieron las activi-
dades enzimaticas de superdxido dismutasa (SOD), cata-
lasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-Px) y los valores
plasmaticos del MDA, para lo cual se obtuvo 20 ml de
sangre por puncién venosa periférica. La muestra se cen-
trifugd a 3.000 rpm por 10 min a temperatura de 4 °C. El
plasma se separd y almacené a —20 °C. Los eritrocitos se
lavaron 3 veces con solucidn salina y fueron posterior-
mente lisados y almacenados a —20 °C.

MDA

Se determind en el plasma midiendo el contenido de
sustancias reactivas al dcido tiobarbitirico (TBARS)?.
Sus valores se expresaron como WM.

SOD

Se extrajo el hemolizado utilizando el método des-
crito por Mc Cord et al*®. Para la medicién de activi-
dad se us6 el método de Misra et al?’. Este se basa en
la determinacion de la velocidad de autooxidacion de
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epinefrina, la que es acelerada por SOD. El grado de
oxidacion se determiné por fotocolorimetria a 480 nm.
La actividad se expres6 como unidades (U) por mg he-
moglobina (Hb).

CAT

Se determiné por el método descrito por Beers et
al®. La reaccién se inici6é por adicién de 1 ml de 30
mM H,0,. El cambio en absorbancia a 240 nm se mi-
di6 por 1 min a 25 °C. En una parte de la muestra re-
manente se determind la hemoglobina y la actividad se
expres6 como U (nm de H,O,/min) por g Hb.

GSH-Px

Se determiné con el método descrito por Paglia et
al® y se expresé como U (nm NADPH oxidado/min)
por g Hb.

Analisis estadistico

Se utilizé el test de la t de Student para muestras no
pareadas, y se consider6 como significativo un valor
de p < 0,05. Los valores se presentan como la media +
desviacién estandar (DE).

RESULTADOS

La tabla 1 muestra las caracteristicas clinicas de los
pacientes trasplantados y de los pacientes con insufi-

TABLA 1. Caracteristicas de la poblacion estudiada

Caracteristicas Trasplantados IC p
Generales
Nimero 11 19
Edad 48 + 20 61+10 NS
Sexo (V/M) 8/3 19/0
Factores de riesgo n (%)
HTA 2 (18) 5 (26)
Diabetes mellitus - 3 (16)
Dislipidemia 2 (18) 4(21)
IAM - 6(32) <0,05
Tabaquismo - -
Medicamentos n (%)
IECA 3(27) 13(68) <0,05
Diuréticos 2(18) 16(84) <0,05
Digital - 14 (74)  <0,05
Estatinas 11 (100) 4(21) <0,05
Hidralazina - 6 (32) < 0,05
Clase funcional (NYHA) n (%)
I 11 (100) -
Il - 2 (10)
1l - 17 (90)
v - -
FE 60+ 10 33+12  <0,001
Tiempo postrasplante (meses) 20 -
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Fig.1. Valores plasmaticos de malondialdehido (MDA) en sujetos con-
troles (n = 14) y pacientes con ICC (n = 19) y trasplante cardiaco (n =
11). Los valores corresponden al promedio + desviacion estandar. *p
< 0,05 frente a control.

Fig. 3. Actividad plasmética de catalasa (CAT) en sujetos controles (n
=14) y pacientes con ICC (n = 19) y trasplante cardiaco (n = 11). Los
valores corresponden al promedio + desviacion estandar. *p < 0,05
frente a control.
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Fig. 2. Actividad plasmética de superoxido dismutasa (SOD) en suje-
tos controles (n = 14) y pacientes con IGC (n = 19) y trasplante cardia-
co (n = 11). Los valores corresponden al promedio + desviacién es-
tandar. *p < 0,05y **p < 0,05 frente a control e ICC, respectivamente.

ciencia cardiaca. No hubo diferencias significativas en
edad. Del grupo con ICC, cinco eran hipertensos, tres
diabéticos, cuatro dislipidémicos y seis habian sufrido
IAM. Trece pacientes utilizaban IECA (68%), 16 diu-
réticos (84%), y 14 digitalicos (74%). Ningun paciente
era fumador en el momento del estudio. La FE fue de
33% en el grupo con ICC y de 60% en los trasplanta-
dos.

En la figura 1 se muestran los resultados de las de-
terminaciones de MDA plasmatico. Los valores de
MDA se encontraron significativamente aumentados
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Fig. 4. Actividad plasmatica de glutation peroxidasa (GSH-Px) en suje-
tos controles (n = 14) y pacientes con ICC (n = 19) y trasplante cardia-
co (n = 11). Los valores corresponden al promedio + desviacion es-
tandar. *p < 0,05 frente a control.

en los pacientes con ICC y trasplante cardiaco respec-
to del grupo control (3,27 £ 1,7; 3,35+ 0,8, y 0,9 £ 0,3
UM, respectivamente), sin existir diferencias significa-
tivas entre pacientes trasplantados y con ICC. Las fi-
guras 2-4 muestran los resultados de la medicién de
las actividades plasmaticas de los sistemas antioxidan-
tes SOD, CAT y GSH-Px, respectivamente. La activi-
dad de SOD en el grupo trasplantado fue inferior res-
pecto a los grupos ICC y control (0,44 + 0,1 frente a
0,87 £ 0,6; 1,3 £ 0,4 U/mg Hb, respectivamente; p <
0,05). No hubo diferencias significativas en la activi-
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dad de CAT entre los grupos de ICC y trasplantados
(187 £ 67 y 162 + 31 U/mg Hb, respectivamente),
aunque fue menor en trasplantados respecto al grupo
control (193 + 29 U/mg Hb; p < 0,05). Por otra parte,
la actividad de GSH-Px fue superior en el grupo tras-
plantado respecto del grupo control (0,40 £ 0,07 y
0,33 £ 0,05 U/g Hb; p < 0,05), mientras que no hubo
diferencias significativas entre los grupos ICC y con-
trol.

DISCUSION

El principal hallazgo de este estudio es que pacien-
tes sometidos a trasplante cardiaco tienen un aumento
del estrés oxidativo, evidenciado por una elevacién en
la concentracién plasmatica de MDA. Este aumento
del estrés oxidativo es similar al encontrado en pacien-
tes con ICC estable CF III de la NYHA y se observd
en ausencia de episodios reconocidos de infeccidén o
rechazo.

La actividad de SOD se encuentra disminuida en los
pacientes trasplantados respecto del grupo control,
mientras que la actividad de GSH-Px se encontrd au-
mentada postrasplante cardiaco respecto al grupo con-
trol. Por otro lado, no se observaron cambios significa-
tivos en la actividad de la CAT entre el grupo de los
ICC y los trasplantados. Estos resultados muestran que
existe un cambio en las actividades de los sistemas an-
tioxidantes enzimdticos en pacientes con ICC y tras-
plantados, que en forma global lleva a un aumento en
el estrés oxidativo.

La lipoperoxidacién de las membranas es un proce-
so relativamente lento. Sin embargo, ciclos de isque-
mia reperfusiéon recurrentes en el corazén y en el
musculo esquelético y la autooxidacion de las cateco-
laminas pueden aumentar la lipoperoxidacion de las
membranas. El resultante aumento del estrés oxidativo
favoreceria la transicién hacia un estado caracterizado
por depresion de la funcidén cardiaca. Este aumento del
estrés oxidativo se ha demostrado en pacientes con IC
a través de una elevacidn en los valores plasmédticos de
MDA, Un aumento del estrés oxidativo postrasplante
cardiaco ha sido descrito en animales que presentan
rechazo cardiaco agudo'”. Chancerelle et al®' observa-
ron valores aumentados de MDA en pacientes tras-
plantados sin evidencia de rechazo y esta peroxidacion
lipidica aumentada ha sido descrita como uno de los
mecanismos responsables de aterogénesis acelerada
postrasplante®2. Recientemente, Schimke et al* eva-
luaron el estrés oxidativo en biopsias de tejido miocdr-
dico en distintos periodos postrasplante cardiaco en
pacientes sin rechazo agudo. Ellos observaron un au-
mento del MDA en los tres primeros meses postras-
plante, una caida y un posterior incremento luego del
primer afo. El aumento en el estrés oxidativo en el
primer periodo se atribuyé al procedimiento mismo
del trasplante (isquemia del corazén donante, tiempo
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isquémico y reperfusion, infecciones virales o bacte-
rianas)**-*°, Los cambios en las membranas (lipopero-
xidacion) debido a un elevado estrés oxidativo pueden
ser parcialmente responsables para esas manifestacio-
nes de la enfermedad.

Basados en estudios en animales, Kirshenbaum vy
Singal* postularon que cuando se produce un aumento
en la generacion de radicales libres del oxigeno, los
corazones en una respuesta adaptativa aumentan
los sistemas de defensas enzimdticos. Asi, el estrés
oxidativo puede ser prevenido o minimizado. Sin em-
bargo, esta respuesta adaptativa es limitada, produ-
ciéndose en etapas mds avanzadas, como por ejemplo
en la ICC, un déficit en los sistemas antioxidantes en-
zimadticos¥. Se ha reportado que la hipertrofia cardiaca
en ratas y cobayas estd asociada a una disminucion del
estado de estrés oxidativo y a un aumento en la reserva
antioxidante!"'?, mientras que la ICC bajo condiciones
agudas y crénicas estd asociada a un aumento del esta-
do de estrés oxidativo y a una reducida reserva antio-
xidante*’. Estos hechos son bastante interesantes, pues
se ha sugerido que SOD y GSH-Px son los mds impor-
tantes en la detoxificacion de los metabolitos de las es-
pecies reactivas en el corazén®. El SOD es la primera
linea de defensa contra el dafio mediado por radicales
libres, y actia aumentando los valores de H,O,. El
principal dafio en la acumulacién de H,O, es la pro-
duccién de la especie altamente reactiva radical hidro-
xilo, para la cual no existen sistemas fisioldgicos de
defensa, como resultado de esto, la CAT y GSH-Px
llegan a ser las enzimas antioxidantes mds cruciales en
estos grupos de pacientes con baja actividad de SOD.
Adicionalmente, un agotamiento en la actividad de los
sistemas antioxidantes enzimdticos se puede producir
por dafio directo por radicales libres, puesto que se ha
demostrado que H,0, inactiva al SOD*, y valores
plasmaticos disminuidos de SOD se han encontrado en
ratas postrasplante cardiaco'®.

En el estudio de Schimke et al se demostré un au-
mento de las actividades de GSH-Px y SOD postras-
plante. Sin embargo, después del primer afio, la activi-
dad de SOD tiende a caer, lo que coincide con el
incremento del estrés oxidativo®. En el presente estu-
dio, junto con el aumento de las concentraciones plas-
maticas de MDA, encontramos una elevacion en la ac-
tividad de GSH-Px; sin embargo, la actividad de SOD
estaba reducida, lo que se traduciria en una respuesta
adaptativa insuficiente. Este estado de estrés oxidativo
aumentado se ha demostrado en pacientes con IC a
través de una elevacién en los valores plasmdticos de
MDA®. En una serie de pacientes con ICC refractaria,
ademas de valores aumentados de MDA, nosotros de-
mostramos una caida en la actividad de la GSH-Px
(presentado en el XXII Congreso Anual de la Sociedad
Europea de Cardiologia, Amsterdam. Agosto 2000).

Dado que la CAT tiene mds baja afinidad por H,0O,,
se ha postulado que el sistema GSH-PX es la principal
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ruta metabdlica del H,O, en el corazén. Sin embargo,
la CAT permite a la célula descomponer H,O, inde-
pendiente de la concentracidn intracelular de glutation,
puesto que se ha demostrado que el contenido de tioles
plasmadticos, un indice del estado oxidativo del medio
extracelular, estd reducido en pacientes con ICC*. Por
otro lado, Dieterich et al*' encontraron un aumento en
la expresion de CAT en el corazén de pacientes con
ICC en etapa final, considerdndose que esta induccién
es una respuesta compensatoria del corazén frente al
elevado estrés oxidativo de estos pacientes, mientras
que la actividad de la SOD y la GSH permaneci? inal-
terada.

Limitaciones del estudio

Entre las limitaciones de nuestro estudio se cuenta
el reducido nimero de pacientes objeto de estudio. Se
trata de un estudio comparativo y no de seguimiento,
por lo cual no existe demostracién de los cambios atri-
buidos al trasplante cardiaco. No se evalué el estrés
oxidativo en el miocardio, sino en el plasma, con las
limitaciones de extrapolar estos resultados a lo que su-
cede en el miocardio o reflejar lo que ocurre en otros
organos; aunque la sangre puede ser un reflejo de la
capacidad de todo el organismo frente a condiciones
de estrés oxidativo, y sus valores y actividades enzi-
maticas podrian expresar multiples fuentes de estrés
oxidativo, entre ellas el musculo estriado en insufi-
ciencia cardiaca.

CONCLUSION

Existe un estado de estrés oxidativo aumentado pos-
trasplante cardiaco comparable al de sujetos con ICC
estable CF III. Adicionalmente, se observa un aumento
en la actividad antioxidante de GSH-Px con una im-
portante caida en las actividades de SOD.
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