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Introduccién y objetivos. El objetivo de este trabajo fue
analizar el dafo por isquemia-reperfusion mediado por radica-
les libres que se produce durante el trasplante cardiaco y eva-
luar el posible efecto citoprotector de la trimetazidina (TMZ).

Material y método. Se realizaron 21 trasplantes cardia-
cos ortotdpicos en cerdos. Dividimos los experimentos en
2 grupos: A (n = 11), en el que se realizd una proteccion
miocardica estandar, y B (n = 10), en el que se administro
TMZ en la cardioplejia empleada para parar el corazén do-
nante (TMZ, 105 mol/l), como pretratamiento intravenoso
del receptor (TMZ, 2,5 mg/kg) y como parte de la cardio-
plejia infundida en el receptor antes de despinzar la aorta
(TMZ, 10-°mol/l). Se tomaron muestras de sangre del seno
coronario del receptor en 3 momentos: basal, isquemia y
reperfusion. Se determind la concentracion de malonildial-
dehido como marcador de peroxidacion lipidica y de varios
antioxidantes: glutation peroxidasa, glutation reductasa,
superdxido dismutasa, a-tocoferol, retinol y estado de an-
tioxidantes totales.

Resultados. Durante la isquemia-reperfusién aumento
la produccion de malonildialdehido y la actividad de los
antioxidantes enzimaticos, mientras que el retinol dismi-
nuy6. El incremento de malonildialdehido y de la activi-
dad de la glutatién peroxidasa entre el momento basal y
la reperfusion fue significativamente mayor en el grupo A.

Conclusiones. Durante el trasplante se increment6 pro-
gresivamente el nivel de peroxidacion lipidica y se activaron
los sistemas antioxidantes intracelulares. La TMZ ejercié un
efecto citoprotector y limitd el dafio por isquemia-reperfusion
generado por los radicales libres, ademas de modificar el
patrén de reaccion de parte de los sistemas de defensa.

Palabras clave: Trasplante. Dafio por reperfusion. Ra-
dicales libres. Trimetazidina.
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Ischemia-Reperfusion Injury During Experimental
Heart Transplantation. Evaluation of Trimetazidine’s
Cytoprotective Effect

Introduction and objectives. The objectives of this
study were to analyze the ischemia-reperfusion injury due
to free radicals that occurs during heart transplantation
and to determine the potential cytoprotective effect of tri-
metazidine.

Material and method. A total of 21 orthotopic heart
transplantations were performed in pigs. We divided the
experimental animals into 2 groups: in group A (n=11),
standard myocardial protection was used; in group B
(n=10), trimetazidine was added to the cardioplegic solu-
tion used to protect the donor heart and to the solution
administered to the recipient prior to release of the aortic
clamp (trimetazidine, 10-° mol/L), and recipients were pre-
treated with trimetazidine, 2.5 mg/kg. Blood samples were
taken from the recipient’s coronary sinus at three times:
at baseline, during ischemia, and during reperfusion. We
measured the levels of malondialdehyde, a marker of lipid
peroxidation, and of several antioxidants: glutathione per-
oxidase, glutathione reductase, superoxide dismutase,
a-tocopherol, and retinol. The total antioxidant status was
also determined.

Results. Malondialdehyde production and enzymatic
antioxidant activity rose during ischemia and reperfusion,
while the retinol level decreased. The increases in malon-
dialdehyde level and glutathione peroxidase activity that
occurred between baseline and reperfusion were signifi-
cantly higher in group A.

Conclusions. The degree of lipid peroxidation and the
level of activity of intracellular antioxidant mechanisms in-
creased progressively throughout transplantation. Trime-
tazidine had a cytoprotective effect. It ameliorated free
radical-induced reperfusion injury and modified the res-
ponse pattern of several defense mechanisms.

Key words: Transplantation. Reperfusion injury. Free
radicals. Trimetazidine.
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ABREVIATURAS

TC: trasplante cardiaco.

DIR: dafio por isquemia-reperfusion.

MDA: malondialdehido.

ROS: radicales libres derivados del oxigeno.
TMZ: trimetazidina.

INTRODUCCION

El trasplante cardiaco (TC) ha revolucionado la his-
toria natural de los pacientes con insuficiencia cardia-
ca terminal y ha posibilitado una supervivencia del
54% a los 10 afios!. No obstante, es un procedimiento
no exento de complicaciones que condicionan una im-
portante tasa de mortalidad. Mientras que la supervi-
vencia a largo plazo y la calidad de vida de los pacien-
tes trasplantados ha mejorado significativamente
debido al avance en la inmunodepresién y al mejor
manejo de donantes y receptores, sin embargo, la téc-
nica quirdrgica, la estrategia de proteccién miocardica
y la tasa de mortalidad operatoria y hospitalaria no han
cambiado de forma sustancial en los dltimos 25 afios.
En Espaiia, un 24% de los pacientes trasplantados fa-
llece en el primer afio postrasplante y, de éstos, un
50% lo hace en el primer mes'. La causa mds frecuen-
te de mortalidad en el periodo hospitalario es el fallo
primario del injerto, sindrome que se asocia con multi-
tud de variables clinicas? pero cuyos mecanismos fi-
siopatolégicos permanecen sin aclarar.

Aunque se estdn aplicando modificaciones quirdrgi-
cas a la técnica clasica, como la técnica bicava o el
trasplante total, no parece que, aparte de disminuir el
grado de insuficiencia de las valvulas auriculoventri-
culares y la incidencia de arritmias auriculares, estas
técnicas reduzcan la incidencia de fallo primario del
injerto y la mortalidad precoz postrasplante®. Otra po-
sibilidad abierta a la investigacién es tratar de optimi-
zar la técnica de preservaciéon miocdrdica con el fin de
atenuar el dafio por isquemia-reperfusiéon (DIR) me-
diado por radicales libres derivados del oxigeno
(ROS), que se sabe que estd involucrado en la apari-
cién del fallo primario del injerto*!!. En el dmbito ex-
perimental, se ha observado que el empleo de antioxi-
dantes disminuye el dafio producido por ROS y mejora
la funcién y la supervivencia del injerto*®3!!, No obs-
tante, hasta el momento, ninguno de esos agentes ha
generado beneficio clinico alguno en el TC humano.

La trimetazidina (TMZ) ha demostrado experimen-
talmente tener un efecto citoprotector basado en la dis-
minucién de la produccién de ROS vy el dafio inducido
por éstos, lo cual confiere a las células mayor resisten-
cia frente a la hipoxia y capacidad de recuperacién
funcional en la reperfusién!?!6, Clinicamente, se ha
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observado que limita el DIR en el corazén tras un in-
farto agudo de miocardio en combinacién con terapia
convencional'’, angioplastia primaria'® o trombdlisis'®,
asi como tras cirugia de revascularizacién corona-
ria?®?!, En modelos experimentales de trasplante re-
nal®® y pulmonar'®, la inclusién de TMZ en la cardio-
plejla o su administracién en el receptor se ha
asociado con un menor nivel de citotoxicidad inducido
por ROS y con una mejor funcién del injerto postope-
ratoria. El objetivo del presente trabajo es evaluar si la
TMZ ejerce alguna accion citoprotectora frente al DIR
enel TC.

MATERIALY METODO
Poblacion de estudio y definicidon de grupos

Para la realizacién de este estudio empleamos 42
cerdos hembra de 2 meses de edad, cruce de las razas
Landrace x Large-White, con un peso comprendido
entre 18 y 25 kg. Los animales fueron suministrados
por una granja industrial en la que eran criados para el
consumo humano y donde fueron vacunados contra las
enfermedades de Aujezsky y parvovirosis porcina, asi
como desparasitados con oxibendazol contra vermes
redondos. Al llegar a nuestro hospital fueron estabula-
dos, observados durante una semana y alimentados ad
libitum con harina de cebada (Lanzadera 90 Plus. Puri-
na). En 21 animales realizamos un TC ortotépico y
empleamos a los otros 21 como donantes. Dividimos
los experimentos en 2 grupos y asignamos a los ani-
males aleatoriamente a uno u otro grupo:

— Grupo A: constituido por 11 TC que se realizaron
de manera similar a como se efectian en humanos en
nuestro hospital, tanto en lo que se refiere a técnica
quirudrgica como a la estrategia de protecciéon miocar-
dica. Para parar el corazén donante antes de su extrac-
cion empleamos 11 de cardioplejia con una elevada
concentracién de potasio. Una vez suturado el injerto
y antes de despinzar la aorta, se infundié de forma an-
ter6grada por la raiz adrtica una solucién de 250 ml de
suero fisiolégico.

— Grupo B: constituido por los 10 TC restantes, en
los que empleamos una estrategia de proteccién mio-
cardica diferente basada en la utilizacién de TMZ. Di-
cho farmaco fue administrado, tanto en el donante
como en el receptor, de la siguiente forma:

1. En el donante, anadiéndolo al litro de cardioplejia
que empleamos para parar el corazén antes de su ex-
traccién (TMZ, 107 mol/l).

2. En el receptor, como pretratamiento intravenoso
10 min antes de pinzar la aorta (TMZ, 2,5 mg/kg).

3. En el receptor, aiiadiéndolo a los 250 ml de suero
fisiol6gico que se infundieron de forma anterégrada
por la raiz adrtica una vez que el injerto fue suturado e
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inmediatamente antes de despinzar la aorta (TMZ, 107
mol/l).

Técnica anestésica y quirurgica

Todos los cerdos recibieron un trato de acuerdo con
las recomendaciones sobre investigacién con animales
de laboratorio de la Sociedad Americana de Fisiologia.
El dia del estudio fueron premedicados por via intramus-
cular con ketamina (20 mg/kg), diazepam (1 mg/kg) y
atropina (0,04 mg/kg). La induccién anestésica se reali-
76 con isofluorano al 5% vaporizado en oxigeno a 2
I/min y el mantenimiento con una infusién continua de
fentanilo (10 pg/kg/h) y pancuronio (0,2 mg/kg/h), e iso-
fluorano al 1-1,5% vaporizado en oxigeno a 2 1/min.

La cardiectomia en el donante se realizé de forma
similar al TC humano, tras parar el corazén con car-
dioplejia cristaloide a 4 °C introducida a través de la
raiz adrtica e irrigar el saco pericardico con suero sali-
no fisiolégico a 4 °C. El almacenamiento del corazén
hasta el implante se realizé en una bolsa con suero sa-
lino fisiolégico a 4 °C, que a su vez fue depositada en
hielo para mantener el 6rgano a una temperatura entre
5y 8 °C. El implante en el receptor se llevé a cabo me-
diante la técnica cldsica. Previamente se anticoagulé al
animal con heparina sédica (3 mg/kg) y se instaurd la
circulacién extracorpérea con hipotermia a 28 °C.
Como mdquina corazén-pulmén se empled una Stoc-
kert modelo 10-00-00 (Stockert Instrumente GmbH,
Miinchen, Alemania), a la que se conectaron un reser-
vorio de cardiotomia, un oxigenador de fibra hueca de
polipropileno de bajo cebado con intercambiador de
calor SPIRALOXY,, Bentley® y un reservorio venoso
BMR 1900 Bentley (Baxter Healthcare Corporation,
Bentley Division, Irvine, CA 92714. Estados Unidos).

Variables estudiadas y toma de muestras

Las variables analizadas se reflejan en la tabla 1.
Para realizar las determinaciones analiticas se tomaron
muestras de sangre del seno coronario del animal re-
ceptor en tres momentos:

1. Momento basal: antes de la heparinizacién y de
comenzar la circulacién extracorpdrea.

2. En el momento de méxima isquemia fria: una vez
suturado el injerto, justo antes de despinzar la aorta.

3. A los 30 min de reperfusion.

Determinacion de productos derivados de la
peroxidacion lipidica

La peroxidacién lipidica inducida por ROS es un me-
canismo bien establecido de dafo celular que da lugar a
la desintegracion de los 4cidos grasos poliinsaturados de
la membrana citoplasmatica en perdxidos lipidicos y al-
dehidos, como el malondialdehido (MDA). La determi-

TABLA 1. Variables analizadas

Variables intraoperatorias: tiempo de isquemia, tiempo de
circulacion extracorpdrea, necesidad de farmacos inotrdpicos

Marcadores de necrosis celular: creatincinasa, lactato
deshidrogenasa

Productos de la peroxidacion lipidica: malondialdehido

Antioxidantes enzimaticos: glutation peroxidasa, glutation reductasa,
superdxido dismutasa

Antioxidantes no enzimaticos: vitamina A (retinol), vitamina E
(o-tocoferol)

Otros antioxidantes: estado de antioxidantes totales

nacién en sangre o en tejido de estos aldehidos reactivos
es un indice adecuado de peroxidacién lipidica y, por
tanto, una medida indirecta del nivel de ROS. En el pre-
sente estudio se determind la concentracién de MDA en
suero. El andlisis se llevo a cabo por el método colori-
métrico Bioxytech® LPO-586 (Oxis International S.A.,
Francia), empleando un espectrofotémetro Philips (mo-
delo PU8620, Cambridge, Inglaterra).

Determinacion de glutation peroxidasa
y glutation reductasa

La glutatién peroxidasa inhibe la formacién de ROS
de novo mediante la neutralizacién de peréxidos que
reaccionan con metales de transicién para dar lugar a
ROS. Esta enzima cataliza la oxidacion del glutatién
por el hidroperéxido de acido graso. La glutation re-
ductasa tiene una accién complementaria catalizando
la reduccidn del glutatién oxidado, con lo que se recu-
pera el sustrato de la glutatién peroxidasa. Para su de-
terminacién se emple6 un método espectrofotométrico
utilizando los kit Ransel Glutathione Peroxidase® y
Glutathione Reductase® Cat. n.° GR2368 (Randox La-
boratories Ltd., Ardmore, Diamond Road, Coumlin,
Reino Unido) automatizados en analizador Hitachi
717 de Boeringer-Mannhein.

Determinacion de superéxido dismutasa

La funcién antioxidante de esta enzima se basa en
catalizar la dismutacién de los ROS superdxido a pe-
roxido de hidrégeno y oxigeno molecular (reaccién
dismutasa). Se determiné la concentracién de superd-
xido dismutasa en sangre periférica mediante espec-
trofotometria, para lo que se empleé el kit Ransod®
Superoxide dismutase Cat. N.° SD 125 (Randox Labo-
ratories Ltd., Ardmore, Diamond Road, Coumlin, Rei-
no Unido) automatizado en el analizador Hitachi 717
de Boeringer-Mannhein.

Determinacion de vitaminas

El mecanismo de accién antioxidante de la vitamina
E es doble: neutraliza los radicales peroxilo lipidicos
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dando lugar a la formaciéon de radical tocoferoxilo,
compuesto relativamente estable que no es capaz de
iniciar la cadena de peroxidacién lipidica por si mismo,
y reduce el infiltrado por leucocitos polimorfonucleares
y el dafio tisular derivado de éste a través de la inhibi-
cion de la expresion de P-selectina y la molécula de ad-
hesidn intercelular-1 en la superficie endotelial. La vi-
tamina A tiene un efecto antioxidante in vivo e in vitro
basado en su capacidad para disminuir el grado de pe-
roxidacién lipidica provocado por ROS y potenciar la
resistencia de las membranas celulares al dafio oxidati-
vo. Mediante cromatografia liquida de alta eficacia en
fase reversa se determind la concentracién de vitamina
A (retinol) y vitamina E (o-tocoferol) en el suero.

Determinacion del estado de antioxidantes
totales

El «estado de antioxidantes totales» es un paradmetro
que refleja de forma global el potencial antioxidante
de una determinada solucién. Es poco especifico, ya
que no distingue entre antioxidantes enzimaticos y «no
enzimaticos». Para su determinacidn en el plasma se
empleé un método espectrofotométrico utilizando el
kit Total Antioxidant Status® Cat. n.° Nx 2331 (Ran-
dox Laboratories Ltd., Ardmore, Diamond Road,
Coumlin, Reino Unido) automatizado en analizador
Hitachi 717 de Boeringer-Mannhein.

Anadlisis estadistico

El disefio del estudio fue el de un ensayo clinico en
el que figuraron dos grupos de animales, uno tratado

con TMZ y otro no. El objetivo fue la comparacién en-
tre los grupos de una serie de variables cuantitativas
durante su evolucidn en los tiempos basal, de isquemia
y de reperfusion. Ademds, se analizé la evolucién de
las variables en los 3 momentos dentro de cada grupo.
La hipdtesis de normalidad de las distribuciones se
evalué mediante el test de Shapiro-Wilk. El anilisis
estadistico se realizd con un andlisis de varianza de
medidas repetidas con dos factores, uno intrasujeto
(tiempo) y otro intersujeto (tratamiento), y del efecto
de la interaccién entre ambos. Dentro de cada grupo se
realizé el test de comparaciones multiples de Tukey.
Se valoraron los niveles de significacién < 0,05 con
contraste bilateral. Los datos fueron tratados mediante
el programa estadistico SPSS versién 10.0.7 para Win-
dows (SPSS Inc, Chicago, Ill, Estados Unidos).

RESULTADOS

En todos los casos fue posible la desconexion del
corazén trasplantado de la maquina de corazén-pul-
moén, de forma que las medidas correspondientes a la
reperfusion se tomaron fuera de circulacién extracor-
porea. La tolerancia a la TMZ fue excelente y no se re-
gistr6 ningtin caso de hipotension arterial ni se obser-
varon alteraciones significativas de la frecuencia
cardiaca durante la administracién intravenosa. El
tiempo de isquemia del 6rgano y de derivacién cardio-
pulmonar fue similar en ambos grupos (149 + 24 min
en grupo A frente a 157 + 14 min en grupo B y 100 +
15 min en grupo A frente a 105 £ 14 min en grupo B,
respectivamente; p = NS). En 12 casos fue necesario el
uso de inotrépicos durante la reperfusion para salir de

TABLA 2. Resultado de las determinaciones analiticas en los 3 momentos del trasplante

Variable Grupo Basal Isquemia Reperfusion
Creatincinasa (U/l) A 747,3 £ 308,5 1.238,2 £ 732,12 2.297,3 £ 935,8°
B 1.238,1 +1.109,1 1.388,9 £ 907,8° 2.365,8 £ 777,3
Lactato deshidrogenasa (U/l) A 602,3 + 133,7 781,2 + 346,6 1.104,8 + 311,5°
B 712,4 £+126,9 872,8 + 235,82 1.162,6 + 196,0°
Malondialdehido (umol/l) A 3,61+1,04 7,93 £ 2,52 9,69 + 3,36°
B 3,22+1,45 6,18 £ 1,692 7,01 £1,86°
Glutation peroxidasa (U/g hemoglobina) A 287,4+71,9 335,5+90,6% 378,5 + 86,3"
B 398,1+£117,9 419,8 + 92,3 4422 +123,6°
Glutation reductasa (U/1) A 749+£122 125,7 + 45,42 130,7 + 38,9
B 853+11,9 111,4 £ 37,4 118,3 + 36,6
Superéxido dismutasa (U/g hemoglobina) A 706,8 +227,9 796,8 £ 215,12 917,6 + 349,2°
B 983,4 £272,8 1.106,0 + 249,3 1.227,3 £+ 322,5°
o-tocoferol (ng/dl) A 135,7 + 35,6 140,8 + 39,6 1355+ 37,6
B 136,9 + 34,8 1234+ 41,6 129,7 + 34,9
Retinol (ng/dl) A 242 7,7 20,2 + 8,2 19,2 £ 7,5
B 22,8 +4,1 16,9 + 3,3 17,7 £2,7°
Estado de antioxidantes totales (mmol/l) A 0,60 + 0,07 1,08 + 0,412 1,16 + 0,38°
B 0,71 +0,18 1,10 + 0,50° 1,09 £ 0,45

aDiferencia estadisticamente significativa con respecto al valor basal. ®Diferencia estadisticamente significativa con respecto al valor basal y al valor en isquemia.

Las variables se presentan como media + desviacion estandar.
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circulacién extracorpdrea: 6 en el grupo Ay 7 en el B
(p = NS). Los datos analiticos se reflejan en la tabla 2.

Necrosis celular

La creatincinasa y la lactato deshidrogenasa aumen-
taron significativamente entre el momento basal y la
isquemia, y entre la isquemia y la reperfusién (p <
0,001). No hubo diferencia entre los grupos ni tampo-
co efecto de interaccidn, ya que los grupos se compor-
taron de forma similar.

Peroxidacion lipidica

La produccion de MDA se incrementd significativa-
mente en los 2 grupos entre el momento basal y la is-
quemia, asi como entre la isquemia y la reperfusion (p
< 0,001). No obstante, el aumento en la isquemia-re-
perfusion con respecto al valor basal fue mayor en el
grupo A (efecto interaccion; p < 0,05) (fig. 1A). El in-
cremento de MDA entre el momento basal y la reper-
fusién fue menor en el grupo B (6,08 + 2,75 frente a
3,79 + 1,73; p = 0,03), y lo mismo sucedi6 cuando
comparamos el incremento entre la situacién basal y la
isquemia (4,32 + 1,81 frente a 2,97 + 0,94; p = 0,04)
(fig. 2A y B). En el intervalo entre la isquemia y la re-
perfusidn, si bien el incremento en el grado de peroxi-
dacién lipidica fue mayor en el grupo A, la diferencia
no llegé a ser significativa (1,76 + 1,28 frente a 0,83 +
1,27, p=0,11).

Antioxidantes enzimaticos

La actividad de la glutatién peroxidasa aumentd en
los 2 grupos de forma significativa durante el procedi-
miento, del momento basal a la isquemia y de ésta a la
reperfusion (p < 0,001). Hubo diferencias entre ambos
grupos y los valores de glutatiéon peroxidasa fueron
mayores en el grupo B (p = 0,048), pero no hubo efec-
to interaccién (fig. 1B). No obstante, el incremento en
la actividad plasmaética de la glutation peroxidasa entre
el momento basal y la reperfusiéon fue significativa-
mente mayor en el grupo A (91,09 + 44,76 frente a
44,10 = 38,98; p = 0,019) (fig. 2C).

La actividad de la glutatién reductasa se increment6
de la situacién basal a la isquemia-reperfusion en los 2
grupos (p < 0,01), sin que hubiera diferencias entre is-
quemia y reperfusion. No hubo diferencias significati-
vas entre los grupos ni en el efecto interaccion (fig.
1C). El incremento en la actividad plasmaética entre el
momento basal y la reperfusion fue mayor en el grupo
A, con una diferencia muy préxima a la significacién
estadistica (61,82 + 46,7 frente a 33,0 + 3045; p =
0,10).

Los valores de la superéxido dismutasa se incre-
mentaron de manera significativa entre el momento
basal y la isquemia y entre isquemia y reperfusion.

Aunque el comportamiento fue similar en ambos gru-
pos, la actividad enzimética fue mayor en el grupo B
(p =0,01) (fig. 1D).

Antioxidantes no enzimaticos

No hubo diferencias significativas en los valores de
a-tocoferol entre tiempos ni entre grupos, que se com-
portaron de forma similar. El retinol se redujo signifi-
cativamente entre el momento basal y la isquemia (p <
0,001), aunque no entre la isquemia y la reperfusion.
Tampoco hubo diferencias entre los grupos ni efecto
interaccion (fig. 1E). No obstante, entre el momento
de médxima isquemia y la reperfusién, el comporta-
miento de los grupos fue diferente. Mientras en el gru-
po A la concentracién de retinol siguié descendiendo
hasta alcanzar un minimo coincidiendo con los 30 min
de reperfusion, en el grupo B la concentracién de reti-
nol no disminuyd, sino que se recuperd ligeramente.
La diferencia (retinol en reperfusion — retinol en isque-
mia) se acercé a valores estadisticamente significati-
vos (0,99 + 2,49 en el grupo A frente a 0,79 £ 2,23 en
el grupo B; p =0,10).

Estado de los antioxidantes totales

El estado de los antioxidantes totales se incrementd
significativamente del estado basal a la isquemia y a la
reperfusion (p < 0,001), pero no entre estas dos ulti-
mas. No hubo diferencias significativas entre los gru-
pos y, ademds, su comportamiento fue similar (fig.
1F).

DISCUSION

La cirugia cardiaca y en concreto el TC constituyen
un escenario ideal para el estudio del DIR, al ser pro-
cesos reproducibles, con una isquemia larga y una re-
perfusién controlada. En el presente trabajo se analiza
el posible efecto citoprotector de la TMZ al atenuar el
dafio mediado por los ROS en un modelo experimental
de TC.

Dafio por isquemia-reperfusion en el
trasplante cardiaco

A juzgar por el incremento en la actividad plasmati-
ca de la creatincinasa y la lactato deshidrogenasa, du-
rante el TC se produjo una progresiva pérdida de la in-
tegridad de la membrana citoplasmadtica y la viabilidad
celular, que comenz6 en la fase de isquemia y alcanzd
su maximo en la reperfusion. En otros modelos experi-
mentales?>? y clinicos®2?* de DIR se ha observado un
incremento similar en reperfusion de la actividad de es-
tas enzimas. Por lo que respecta al TC, Bando et al®
encontraron que la isoenzima MB de la creatincinasa
permanecia constante en isquemia, pero aumentaba de
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Fig. 1. Determinaciones analiticas en ambos grupos en los 3 tiempos de observacion durante el trasplante. Grafico de barras de error que repre-

sentan la media y el intervalo de confianza del 95%.
A: malonildialdehido (MDA); B: glutatién peroxidasa (GSH-Px); C: glutatién reductasa (GR); D: superdxido dismutasa (CuZn-SOD); E: retinol; F: es-

tado de antioxidantes totales (EAT).
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Fig. 2. A: incremento de malonildialdehido (MDA) entre el momento
basal y la reperfusion; B: incremento del MDA entre el momento basal
y la isquemia; C: incremento de la actividad de la glutation peroxidasa
(GSH-Px) entre el momento basal y la reperfusion. Diagramas de ca-
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cion de datos; los dos cierres de la caja son los centiles 25y 75, y los
dos ejes que sobresalen son los valores extremos.

forma muy significativa en la reperfusién®. Otros auto-
res, sin embargo, han demostrado que la actividad de la
creatinfosfocinasa aumenta ya durante la fase de alma-
cenamiento del 6rgano en hipotermia, alcanzando un
méximo a los 5 min de restaurar el flujo®.

La peroxidacion lipidica, resultado de la accién cito-
toxica de los ROS sobre los lipidos de las membranas
celulares y reflejo de la mayor presencia de éstos, au-
mentd también de forma progresiva durante el tras-
plante. Asi se deduce del significativo incremento que
se produjo en ambos grupos en las concentraciones de
MDA entre la situacion basal y la isquemia, y entre
ésta y la reperfusion. El aumento del indice de peroxi-
dacidn lipidica en la reperfusién es frecuente en traba-
jos experimentales y clinicos sobre DIR?*?. En el
campo del trasplante experimental, Stewart et al®* y
Bando et al®, en sendos modelos de TC ortotdpico, y
Takeuchi*, en un modelo de trasplante cardiopulmo-
nar, también han observado un incremento del MDA
tras la reperfusion.

Durante el TC se produjo una reaccion de los siste-
mas antioxidantes intracelulares, que debe entenderse
como una respuesta ante la progresiva mayor presen-
cia de ROS. El incremento en la actividad de la gluta-
tién peroxidasa y reductasa permite neutralizar hidro-
peréxidos que reaccionen con metales de transicién
para generar nuevos ROS, mientras que el de la supe-
réxido dismutasa neutraliza el exceso de radicales su-
peréxido mediante la reaccion dismutasa. En pacientes
en los que se realiza cirugia cardiaca con circulacién
extracorpérea también aumenta la actividad de la glu-
tation reductasa eritrocitaria en reperfusién®'. En un
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modelo experimental en ratas que recibieron una dieta
deficitaria en vitamina B, se ha demostrado que cuanto
mayor era el grado de peroxidacién lipidica, mayor era
la actividad cardiaca de la glutatién peroxidasa y re-
ductasa’2. Otros factores oxidantes, como el alcohol, el
ejercicio y el tabaquismo se han asociado con una ma-
yor actividad de este sistema enzimatico*. La res-
puesta de la superdxido dismutasa ante el estrés oxida-
tivo no es tan uniforme y, aunque se ha observado un
incremento en su actividad intracardiaca paralelo al
aumento de la peroxidacion lipidica inducido por el
ejercicio®, en otros modelos se ha encontrado un des-
censo de la actividad* o la concentracién®® de la enzi-
ma. Lafont et al* han atribuido la no modificacién de
la actividad de la superdxido dismutasa tras la angio-
plastia coronaria postinfarto a la corta duracién del
proceso de DIR en comparacién con la vida media del
hematie, lo que puede explicar por qué en nuestro mo-
delo, con tiempo de isquemia mds prolongado, si se
han encontrado cambios.
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El descenso en la concentracién de retinol en isque-
mia-reperfusiéon podria ser consecuencia de su mayor
consumo al neutralizar los ROS. En varios trabajos so-
bre DIR experimental?®3¢ y en pacientes sometidos a
angioplastia coronaria®® o trombdlisis postinfarto®” se
ha observado un descenso en la concentracién de vita-
minas E y A durante la reperfusiéon. En cirugia cardia-
ca, si bien Coghlan et al*® han evidenciado una dismi-
nuciéon de o-tocoferol tras la revascularizacion
coronaria, otros autores no han encontrado cambios™®.
En el presente trabajo, el hecho de que la mayor pro-
ducciéon de ROS en la isquemia-reperfusion se haya
acompafiado exclusivamente de un descenso en la con-
centracién de retinol y no de vitamina E puede deberse
a que el o-tocoferol, a pesar de haberse consumido al
neutralizar una mayor cantidad de radicales peroxilo,
se haya también regenerado con rapidez a partir del ra-
dical tocoferoxilo.

El incremento en la isquemia-reperfusién del estado
de antioxidantes totales, que representa de forma glo-
bal e inespecifica la potencia antioxidante del plasma,
es un resumen de lo ocurrido con el resto de los antio-
xidantes.

Efecto de la trimetazidina

La TMZ (1-[2, 3, 4-trimetoxibenzil] piperacina di-
clorhidrato; Servier, Courbevoie, Francia) es una sus-
tancia farmacéutica introducido en la préctica clinica
humana en 1987 por su actividad antiisquémica despro-
vista de efectos hemodindmicos colaterales®. En varios
trabajos experimentales y clinicos se ha demostrado
que, ademds, ejerce un efecto citoprotector limitando el
DIR, cuyo mecanismo de accién es muiltiple: potencia-
cién del metabolismo oxidativo de la glucosa, disminu-
cién de la acidosis y la hipercalcemia intracelular, y ate-
nuacién de la respuesta inflamatoria y la produccion de
ROS]2'16.

En nuestro modelo experimental de TC, la TMZ no
influy6 en el grado de necrosis celular, pero si ejercid
un efecto cardioprotector al reducir el grado de peroxi-
dacién lipidica generado por los ROS durante la isque-
mia-reperfusion. En diferentes modelos experimenta-
les en el corazén se ha confirmado esta capacidad del
farmaco para disminuir la generacién de ROS y el
dafio inducido por éstos en la membrana citoplasmati-
ca'?3>5 En la clinica humana, su efecto beneficioso
mejorando la funcién ventricular postoperatoria en pa-
cientes con cirugia coronaria se ha relacionado con la
reduccién del MDA en el seno coronario durante la
fase de reperfusion®'. Baumert et al®, en un modelo de
autotrasplante renal en cerdo, han observado una me-
jor preservacion de la integridad mitocondrial y una
mejor funcién renal postoperatoria tras la inclusioén de
TMZ en la solucién de preservacion de organos. En
otra experiencia de trasplante unipulmonar en rata,
Inci et al'® obtuvieron tras la reperfusién una mejor
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oxigenacidén, una mayor reserva energética celular y
un menor valor de peroxidacién lipidica al pretratar al
receptor con TMZ intravenosa e incluirla en la cardio-
plejia.

La presencia de una menor presion oxidativa duran-
te las fases de isquemia y reperfusion puede perfecta-
mente explicar la alteracién del patrén de reaccién de
los sistemas antioxidantes intracelulares que se produ-
jo en el grupo tratado. La TMZ atenu6 la activacién
del sistema enzimatico derivado del glutatién y el con-
sumo de retinol en la reperfusién. A diferencia de la
glutatién peroxidasa, en el caso del retinol y la gluta-
tién reductasa las diferencias, probablemente por el li-
mitado tamafio de la muestra, no alcanzaron la signifi-
cacion estadistica, pero la tendencia fue clara.

Limitaciones del estudio

Los 2 grupos de animales no fueron homogéneos
antes del TC por lo que respecta a la actividad basal de
la glutatién peroxidasa y la superdxido dismutasa. El
grupo B parti6 con una actividad basal mayor de estas
enzimas, a pesar de que todos los animales procedie-
ron de la misma granja, fueron tratados de igual forma
y alimentados con la misma dieta, lo que presupone un
nivel de estrés oxidativo similar. La explicacién puede
residir en el limitado tamafio de la muestra y en la alta
dispersion natural del grado de actividad de estas enzi-
mas en esta especie. Asimismo, hubo una importante
diferencia en la creatincinasa basal entre los 2 grupos
(p = 0,08) que podria obedecer a traumatismos muscu-
lares que los cerdos se producen unos a otros durante
su traslado y estabulacidn.

El TC no es un modelo puro de DIR, pues estd «ma-
quillado» por los efectos de la hipotermia, la cardio-
plejia y la circulacién extracorpérea, que pueden resul-
tar factores de confusiéon al evaluar la actividad
citoprotectora de un farmaco. La hipotermia bloquea
la expresion de E-selectina en la superficie
endotelial*, lo que puede atenuar la activacién de poli-
morfonucleares y la generacién de ROS. La cardiople-
jia contiene aditivos antioxidantes, como el manitol, la
histidina y el glutatién reducido. El contacto de la san-
gre con el circuito de circulacién extracorpdrea da lu-
gar a la producciéon de multitud de mediadores que
pueden activar el endotelio vascular y promover la ge-
neracién de ROS. Una alternativa para obviar esta in-
terferencia hubiera sido la realizacién del TC de forma
heterotépica, en normotermia y sin cardioplejia, pero
nuestra intencién era imitar al maximo las condiciones
en las que habitualmente se desarrolla el TC humano,
dmbito de una futura probable aplicacion de la TMZ.

CONCLUSIONES

Durante las fases de isquemia y reperfusion del TC
se incrementa el grado de peroxidacion lipidica y se
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activan los sistemas antioxidantes intracelulares, lo
que indica una progresiva generacién de los ROS. La
TMZ ejerce una accién citoprotectora, al limitar el
DIR producido por los ROS y atenuar la respuesta de
dichos sistemas de defensa.
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