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La cirugia cardiaca bajo circulacién extracorpérea (CEC) (también llamada
derivacion cardiopulmonar) requiere, en la mayoria de los casos, el pinzamiento de
la aorta durante un periodo de tiempo mas o menos prolongado, lo que supone la
interrupcién del flujo coronario y la consiguiente isquemia miocardica. Para evitar o,
mas bien, minimizar sus consecuencias, actualmente se dispone de numerosas
técnicas de proteccién miocardica que intentan disminuir al maximo el consumo de
oxigeno tisular durante los periodos de isquemia, aportar los nutrientes necesarios
para el miocardio isquémico y prevenir los efectos perjudiciales del restablecimiento
de la perfusién miocardica.

La parada diastdlica del corazon en hipotermia mediante la administracion de
diferentes tipos de soluciones frias con altas concentraciones de potasio
(cardioplejia) llega a disminuir el consumo de oxigeno de 8 a 0,3 ml/100gr/minuto’.
Sin embargo y a pesar de ello, puede producirse lesion miocardica y empeoramiento
de la funcidn ventricular, especialmente en pacientes con escasa reserva funcional
previa (isquemia en evolucién o disfuncién ventricular) y cuando el tiempo de
pinzamiento es prolongado®. Ello conlleva el consiguiente aumento de la mortalidad
y morbilidad a corto y largo plazo.

Aunque con el tiempo se han modificado las soluciones cardiopléjicas en cuanto
a su composicion (cristaloide o hemética)’, via de administracion (anterdgrada,
retrograda o ambas)*®, frecuencia (continua e intermitente)’® y temperatura (fria,
templada o caliente)!*? no se ha conseguido hasta el momento que ninguna de las
pautas resultantes sea capaz de abolir por completo el dafio por isquemia y
reperfusion (ISQ/REP) en el entorno clinico. En algunos trabajos, los pinzamientos
aorticos mayores de 180 minutos se relacionan con mortalidades quirdrgicas de
hasta el 25%>.

Por otro lado la CEC es usada actualmente para una gran parte de los
procedimientos cardioquirtrgicos. Aunque se estan desarrollado continuamente
nuevas tecnologias que hacen a las tubuladuras, canulas y oxigenadores muy
biocompatibles', todavia se produce una importante reaccién inflamatoria sistémica
en todos los pacientes cuando la sangre entra en contacto con las superficies no
endotelizadas del sistema'*. Esta reaccién inflamatoria es generalmente inocua
desde el punto de vista clinico®. Sin embargo en algunos casos puede ser
responsable de complicaciones de trascendencia clinica'*'® y de manera sistematica
se traduce en importantes alteraciones bioquimicas®’.

La ISQ/REP miocardicas y la reaccion inflamatoria provocada por la CEC estan
intimamente ligadas. La derivacién cardiopulmonar produce incrementos
significativos en la concentracion de mdltiples moléculas relacionadas con la
activacién del proceso inflamatorio'*'** que pueden amplificar la disfuncién
contractil postoperatoria inducida por el proceso de ISQ/REP**%, Por su parte, la
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ISQ/REP miocardica supone un importante estimulo para la activacion y
amplificacion de la cascada inflamatoria sistémica inducida por la CEC™.

El objetivo de este trabajo consiste en analizar la eficacia, seguridad vy
reproducibilidad de la administracion de un farmaco para disminuir en la clinica el
dafo por ISQ/REP miocardica provocada tanto por el pinzamiento adrtico como,
secundariamente, por la reaccion inflamatoria que induce la CEC.

CONCEPTO DEL DANO MIOCARDICO POR ISQUEMIA Y REPERFUSION
Concepto de isquemia

La isquemia de un dérgano se define como la reduccién del flujo sanguineo local
de manera que el aporte de oxigeno es menor que la demanda requerida para
mantener su funcién®’. Cuando esta situacién se mantiene de manera indefinida
conduce a la muerte celular, bien en forma de apoptosis o “muerte programada”?®
como cambios que se producen en el nucleo de la célula sin alteraciones
citoplasmicas, bien como necrosis caracterizada fundamentalmente por la pérdida
de integridad de la membrana celular’’ o como una combinacién de ambas®.

En el ambito celular la isquemia produce un aumento del acido lactico y
acidificacion del citosol, deplecién de glucdgeno y de fosfatos de alta energia
(adenosin trifosfato, ATP) asi como el acimulo de adenosin monofosfato (AMP) y
sus metabolitos®’. En el miocardio, cuando los depdsitos de ATP descienden por
debajo del 60% de los niveles basales se observa pérdida de glucdgeno, edema
intermiofibrilar, agrupacion de la cromatina nuclear y edema mitocondrial. Cuando
el nivel es de tan sélo el 30% del valor inicial se comienzan a observar cambios
considerados irreversibles, como son la aparicion de cuerpos amorfos nucleares y
dafio del sarcolema®.

Evidentemente en el corazén, como en cualquier 6rgano, estos cambios son mas
acentuados segun se prolonga el periodo de isquemia. En modelos caninos la
isquemia miocardica de una duracion menor de 20 minutos seguida de reperfusion
se traduce normalmente en una recuperacion funcional completa del miocardio y en
una ausencia de alteraciones histoldgicas o bioquimicas®’. Cuando la isquemia dura
alrededor de 20 minutos no se suele producir muerte celular, aunque se puede
observar una disfuncion contractil que, normalmente, es autolimitada y que se
denomina “aturdimiento miocardico™*. Mas alld de esos 20 minutos se produce una
muerte celular de extension variable, directamente proporcional a la duracién de la
isquemia, el desarrollo de la circulacidon colateral y la demanda de oxigeno. La
necrosis comienza en la regién subendocardica y, a modo de “fendmeno de frente
de ondd’, se va extendiendo a la regién subepicardica del area en riesgo®. A los 40
minutos se produce necrosis subendocardica local o difusa que afecta al 35% del
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area de riesgo, a los 90-180 minutos afecta al 42% de la misma y la oclusion
coronaria permanente puede llegar a afectar al 74%*.

Concepto de dano por reperfusion

Como se puede suponer, el Unico tratamiento eficaz para evitar la muerte celular
isquémica es el restablecimiento del flujo sanguineo o reperfusién. Sin embargo en
el miocardio, cuando el periodo de isquemia se prolonga durante al menos 45
minutos, el tejido no es lesionado Unicamente por dicha isquemia sino que la
reperfusion misma también se convierte en deletérea y produce el llamado “dario
por reperfusion’. Este fendmeno ha sido definido como la muerte de miocitos, vivos
en el ultimo momento de la isquemia previa a la reperfusion, producida por uno o
mas eventos iniciados con el aflujo de sangre al tejido®*. Rosenkranz lo define como
“las consecuencias metabdlicas, estructurales y funcionales de restablecer el flujo
coronario que pueden ser evitadas o atenuadas modificando las condiciones de
reperfusion’™. Reimer la denomina “/esion miocitica letal’, situacién en la que
miocitos reversiblemente dafados antes de la reperfusién desembocan en necrosis
tras ella®. Este concepto no es reciente, y ya en 1977 Hearse introdujo la idea de
que la reperfusion por si misma era capaz de inducir dafio celular®’.

Microscopicamente la muerte celular que se produce por la reperfusion se
caracteriza por edema explosivo, bandas de contraccién®/, asi como edema y
depdsitos de fosfato de calcio en las mitocondrias®. Estas lesiones tienen un
caracter subito. Ocurren en minutos desde el inicio de la restauracion del flujo, a
diferencia de lo que sucede con los miocitos que han sido sometidos a un periodo
indefinido de isquemia sin reperfusion. En este caso pueden tardar horas en
presentar cambios irreversibles. En definitiva, la reperfusion del miocardio
previamente isquémico produce una lesién tisular propia afiadida al dafio que la
isquemia aislada es capaz de producir’®*, o a la exclusiva “aceleracidn de la lesién
producida por la isquemia”.

FISIOPATOLOGIA DEL DANO POR REPERFUSION

El dafo por reperfusion estd provocado por mdltiples mecanismos
fisiopatoldgicos relacionados entre si. Su activacién se inicia durante el periodo
isquémico (nunca existe dano por reperfusion sin isquemia previa) y que se
establece desde el momento del retorno del flujo sanguineo y, por tanto, de todos
sus componentes plasmaticos y celulares. Estas vias fisiopatoldgicas por las que se
completa el dano por reperfusion son:

» Generacion de radicales libres.

» Alteracion de la homeostasis del calcio intracelular.
« Activacion del sistema del complemento.
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» Accion de las citoquinas.
» Activacion leucocitaria e interaccion con el endotelio.

Radicales libres derivados del oxigeno
La hipdtesis de la “Paradoja del Oxigeno” consiste en la suposicion de que

aungue el oxigeno resulta imprescindible para la supervivencia celular su presencia
durante la reperfusion puede lesionar gravemente los tejidos™.

ROS signaling
protection

NAD(P)H
oxidaseés

catalase
xanthine / \ /—\
0, & For——ho, o

CN] ﬂl/ ) 2
mitochondria Fe
ischemia-induced

free metal ions
(Fenton Rx)

‘OH

direct cellular injury

PR B
lipids DNA proteins

glutathione
peroxidase systems

Figura 1. Metabolismo oxidativo de los radicales libres. Reaccion de
Fenton. Tomado de: Becker LB. Cardiovasc Res 61 (2004) 461— 470.

CONCEPTO DE RADICAL LIBRE

Un radical libre es un atomo o molécula que puede existir independientemente
con uno 0 mas electrones no pareados en su 6rbita externa. Esta condicion hace de
ellos elementos altamente reactivos. Aunque existen radicales libres derivados de
otros atomos (azufre, carbono o nitrégeno), cominmente se suele identificar el
término “radical libre” al de “radical libre derivado del oxigeno”.

GENERACION DE RADICALES LIBRES DURANTE LA REPERFUSION
Los radicales libres son generados en pequefias cantidades durante el

metabolismo normal de las células y son inactivados por sus sistemas barrenderos o
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“scavenger”. Sin embargo, la reperfusion postisquémica se asocia a la generacién
de grandes cantidades de radicales libres, hecho también constatado como es ldgico
después de la cirugia cardiaca con pinzamiento aodrtico y la consiguiente isquemia
miocardica inducida por éI*°. La produccién de radicales libres es asumida por dos
grupos celulares, el endotelial y el leucocitario.

1) Generacion endotelial

La célula endotelial es considerada la fuente primaria de radicales libres en la
lesion por ISQ/REP*. Durante la isquemia la xantina deshidrogenasa endotelial, que
normalmente utiliza la nicotinamida adenina (NAD) como donador de electrones, es
convertida, probablemente por una proteasa, a xantina oxidasa (XO)* (figura 1).
Por otro lado, la isquemia aumenta la produccién de xantina e hipoxantina por la
hidrdlisis rapida de los depdsitos de ATP. El otro sustrato de la enzima, el oxigeno,
estd evidentemente ausente durante la isquemia por lo que la xantina se acumula.

NAD(P)H
oxidasas

O ——— e

Xantina
oxidasa )
Homooxigenasa

Lipooxigenasa

Citocromo

0y — H,0, .-
monooxigenasa

eNOS
acoplada

eNOS _
desacoplada O, > H0, =

H,0, — HCIO

Figura 2. Fuentes de produccion de radicales libes. Tomado de
Barcelo A, et al. Arch Bronconeumol. 2005;41.:393-9,

Cuando se restablece el flujo y el aporte de oxigeno la accién masiva de la xantina
oxidasa produce cantidades ingentes de perdxido de hidrégeno (H,0,) y de anién
superodxido (Oy).

Xantina + 20, + H,0 > XO + H,0, + Oy
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Por fin, el H,0, y el O, degeneran en hidrogeniones (OH’) a través de las
reacciones de Haber-Weiss y Fenton (reaccion de Haber-Weiss catalizada por hierro,
figura 1):

H202 + 02- -> OH" + OH + 02
H,0, + Fe** > OH' + OH + Fe**

La generacion endotelial de radicales libres no sélo se produce por la XO sino que
existen otras vias enzimaticas, como la de la citocromo oxidasa mitocondrial, la

ciclooxigenasa, lipooxigenasa y la oxidacion de catecolaminas™ (figura 2).

2) Generacidn leucocitaria

Los neutrdfilos (NEU) también son fuente de gran cantidad de radicales libres
durante la ISQ/REP:

« El O, es generado por la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
(NADPH) oxidasa asociada a la membrana del NEU*, la cual es activada a
su vez por moléculas proinflamatorias como N-formil-péptidos, C5a o el
factor activador de las plaquetas (PAF)®.

NADPH + 20, > NADP* + 20,

« El H,0, se forma por dismutacién de aniones O, tras la liberacién de
mieloperoxidasa de los granulos azurofilicos™.

20, + 2H" > H,0, + O,

« El acido hipocloroso (HOCI) es la molécula citotdxica predominante
derivada de los NEU. La mieloperoxidasa es también la responsable de su
generacion, a partir del H,0,*.

Cl + H,O0,~> HOCI + H,O

El HOCI es entre 100 y 1000 veces mas toxico que el O, y el H,0, y reacciona
rapidamente con el ADN, aminoacidos y nucledtidos de pirimidina®. Su
citotoxicidad deriva de la produccién de poderosas cloraminas oxidizantes de
corta vida media que penetran con facilidad en la membrana celular y reaccionan
con componentes intracelulares.

Los radicales libres generados por los NEU activan a las células endoteliales® y
viceversa, produciéndose una “amplificacion” de las respuestas celulares.
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FISIOPATOLOGIA DE LOS RADICALES LIBRES

La capacidad lesional de estas moléculas depende de que se supere la capacidad
"scavenger” o antioxidante intracelular, bien por un exceso absoluto de radicales
libres o bien por una alteracion de los mecanismos antioxidantes producida también
por la ISQ/REP.

Los mecanismos deletéreos de actuacion de los radicales libres son, entre otros:

1) Peroxidacion de los fosfolipidos de membrana del miocito y de sus organelas
asi como oxidacion de los grupos sulfhidrilo de las proteinas estructurales y
enzimas®, que producen lesiones irreversibles y disfuncién contractil subsiguiente.
La peroxidacion de los lipidos se inicia por la separacion de un atomo de hidrégeno
de un grupo metileno en la cadena lateral de un acido graso. La extraccion de un
hidrogenion desde un acido graso se hace mas sencilla cuanto mas numero de
dobles enlaces tenga por lo que los acidos grasos poliinsaturados son los mas
vulnerables®®. Este proceso se puede convertir en una reaccidén en cadena que es
capaz de autoperpetuarse a través de tres fases:

« Iniciacion: A* + LH > AH + L-
« Propagacion: L* + *O0*=> LOO*;LOO" + LH - LOOH + L-
e Terminacion: L'+ LOO*=> LOOL

donde L es ljpido (normalmente un dcido graso insaturado), LOO" es un radical peroxil
lipidico y LOOH es un hidroperoxido lipidico.

De esta manera, un solo radical libre puede convertir cientos de cadenas
laterales de acidos grasos en radicales peroxiles lipidicos.

La vitamina E y otros antioxidantes pueden ser capaces de favorecer la
terminacion de estas reacciones™.

La peroxidacion lipidica ha sido descrita en la clinica en muchas situaciones de
ISQ/REP, entre ellas miocardica>®>!. Este proceso es capaz de inducir por si mismo
la disfuncion de la membrana celular, con alteraciones en el reconocimiento de
antigenos y ligandos proteicos de receptores especificos, e incluso la apoptosis
celular®,

2) Inhibicién de la fosforilacién oxidativa de las mitocondrias™.
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3) Inactivacién del 6xido nitrico (NO) producido por las células endoteliales.
4) Estimulacion de la generacion de complemento mediante sefiales

Figura 3: Mecanismo de accion del NF-xB
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leucotacticas.

5) Activacion de las células endoteliales a través de la expresion de P-selectina y,
de manera muy importante, del aumento de la expresion del factor
transcripcional kappa B (“"Nuclear factor kappa B’, NFkB), sobre todo a
cargo del H,0,%. El NFkB se encuentra en el citoplasma celular unido a una proteina
que inhibe su actividad (IkB). Cuando se activa la molécula se fosforila y la fraccion
IkB se separa e inactiva (figura 3), lo que permite al factor transcripcional entrar en
el nlcleo de la célula, unirse a su ADN e inducir la transcripcién de multiples genes
(llamados "genes de activacion”) de:

« Citoquinas pro-inflamatorias, como interleuquina (IL)-1, IL-6, IL-8 y factor de
necrosis tumoral-alfa (TNF-a)** y sus receptores;

« PAF, lo cual conduce a la secrecion de sustancias quimiotacticas y a la
generacidon de trombosis intravascular por estimulacion de la sintesis de
factor tisular®®;

 Moléculas de adhesién (ICAM-1 y E-selectina)®, que promueven la
interaccion neutrdfilo-endotelio con las consecuencias que se describen
mas adelante;

« NO sintasa inducible®®.

El NFKB es capaz ademas de activar la fosfolipasa A2, con la subsiguiente

generacion de leucotrienos® y PAF*® que promueven por si mismos la activacién e
infiltracion leucocitaria.
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Como posteriormente veremos este proceso juega un importante papel en todo
el proceso de dafo por ISQ/REP y la reaccion inflamatoria en general, asi como
también en la secuencia temporal de liberacion de moléculas de adhesion vy
citoquinas que se observa en ellas. Ello es debido a que precisan de esa trascripcion
genética y sintesis proteica “de novo” a partir de la accion del NFkB, proceso que
lleva un determinado periodo de tiempo.

Todo ello hace que el NFkB juegue un papel basico y fundamental en el inicio v,
sobre todo, amplificacion del dafio por ISQ/REP y en el proceso inflamatorio en
general®.

MANIPULACION DE LOS RADICALES LIBRES Y EL NFkB Y SU EFECTO EN EL
DANO POR ISQUEMIA Y REPERFUSION CARDIACA

Se ha demostrado que la adicion de radicales libres en el medio de perfusion del
corazdn conduce invariablemente a una alteracion de la funcién contractil del
miocardio y cambios bioquimicos similares a los producidos por la ISQ/REP*.
Ademas, la administracion de superdxido dismutasa (SOD) (molécula anti-O,), y de
catalasa (molécula anti-H,0,), o sus derivados, como el analogo de la SOD SC-
52608, durante la reperfusidn precoz puede disminuir el tamafio del infarto® y
preservar la funcidn miocardica en gatos®, perros* y humanos®. Aunque otros
estudios han llegado, sin embargo, a conclusiones contradictorias al respecto®®*,
parece logico pensar que la disminucién de la produccion de radicales libres durante
la ISQ/REP o durante la CEC podria ser beneficiosa para reducir el tamano del dafio
inducido por estos eventos.

Por su parte, como se ha visto el NFKB es capaz de activar multiples cascadas
pro-inflamatorias  potencialmente deletéreas en el periodo de ISQ/REP.
Efectivamente, su inhibicion mediante la introduccidn intracelular de
oligodeoxinucledtidos con alta afinidad por él reduce el tamafio del infarto inducido
experimentalmente®. De hecho, estudios experimentales muy recientes han
observado que la eritropoyetina reduce el tamafio del infarto después de oclusion
coronaria aguda a través de un mecanismo de inhibicién del NFkB*.

A pesar de todo ello, se ha demostrado que la activacion de esta molécula
durante los periodos de preacondicionamiento isquémico podria ser imprescindible
para la activacion de posteriores procesos antiapoptdticos y genes
cardioprotectores. Su inhibicion especifica mediante prolinditiocarbamato hace que
dicho preacondicionamiento deje de ser cardioprotector de cara a la reduccién del
tamafio del infarto en modelos experimentales®. Adicionalmente se ha demostrado
que la liberacion del NFkB es proporcional al tiempo de isquemia
independientemente de que se someta al miocardio a preacondicionamiento
isquémico o no®’.
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Alteracion de la homeostasis del calcio

La isquemia miocardica seguida de reperfusion produce una alteracion de la
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Durante la isquemia, los cardiomiocitos acumulan sodio en su interior por una
alteracion de los canales propios de este ion, de los canales Na+/H+ y Na+/HCO:s.
Ademas la extrusion de sodio esta inhibida ya que la Na+/K-ATPasa del sarcolema
esta danada por el déficit de ATP. El influjo de sodio conduce a un influjo de calcio
al interior de la célula ya que el canal Na+/Ca*" invierte su funcionamiento en el
contexto de una célula despolarizada con exceso intracelular de sodio.

La célula sufre por tanto un incremento de la concentracién de calcio en el
interior del citosol® (figura 4). El exceso de calcio puede activar las fosfolipasas
enddgenas, lo cual induce la disminucién del contenido total de fosfolipidos de la
membrana y soluciones de continuidad en la misma®. Ademds la sobrecarga de
calcio acelera la deplecién de proteasas y ATP a través de ATP-asas mediadas por
este ion.
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Activacion del sistema del complemento

El sistema de complemento estd compuesto por mas de 30 proteinas plasmaticas
0 asociadas a membranas celulares y su funcion fundamental consiste en iniciar la
respuesta inflamatoria y mejorar la respuesta inmune primaria.

VIAS DE ACTIVACION DEL SISTEMA DE COMPLEMENTO
Su activacion se puede realizar por dos vias:

0o Via clasica. En ella la primera proteina, C1, compuesta a su vez por tres
subunidades (Clqg, Clir y C1s)’°, se activa al unirse a un complejo antigeno-
anticuerpo y su fraccidn activa continGia la cascada hasta formar el complejo de
ataque a la membrana (MAC).

0 Via alternativa, que esta en un estado continuo de activacion baja latente
que se puede amplificar en respuesta a diversos estimulos, como ciertos
polisacaridos, hongos, bacterias y virus, ademas de ciertos tipos de células de
mamiferos y agregados de inmunoglobulinas. El factor C3 se activa a C3b, quien
gracias a los factores B y D forma el complejo C3b-Bb que activa a su vez al
factor C5, donde la via alternativa se une a la cascada de la via clasica para
formar el MAC.

FISIOPATOLOGIA DE LA ACTIVACION DEL COMPLEMENTO
La activacién del sistema por cualquiera de las vias da lugar a:

o Formacién de anafilotoxinas, C3a, C4a y C5a, liberadas durante la
activaciéon de la cascada por ambas vias, con propiedades vasoactivas por
contraccion del musculo liso, promotoras de la alteracién de la permeabilidad
vascular y de la quimiotaxis de polimorfonucleares. C5a interacciona ademas con
las células endoteliales para estimular la xantina oxidasa’* que, como ya vimos,
es fuente de potentes radicales libres derivados del oxigeno y estimula
directamente la expresién de P-selectina en la superficie de las plaquetas y el
endotelio’. La anafilotoxina mas potente es C5a seguida de C3a y C4a. La
quimiotaxis leucocitaria pone en marcha toda una serie de eventos que culminan
con la interaccion endotelio-polimorfonucleares y la infiltracidon tisular de los
leucocitos, con desastrosas consecuencias para el tejido como se vera mas
adelante.
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o Formacién del complejo de atague de membrana (MAC, C5b-9), que se
une a la membrana de la célula objetivo y crea un flujo de agua y calcio hasta
su lisis. Las células nucleadas tienen cierta capacidad de defensa frente a este
complejo a través de mecanismos de endocitosis del mismo o de la inactivaciéon
de la ensambladura de sus partes terminales.

Ademds de sus propiedades anafilotoxicas y citoliticas, el sistema de
complemento se relaciona, por tanto, con la produccién de radicales libres,
eicosanoides, citoquinas, la activacion de enzimas vy, adicionalmente con la
liberacién de péptidos mitdgenos y la estimulacidn de la proliferacidn celular’.

ACTIVACION DEL COMPLEMENTO EN LA ISQUEMIA-REPERFUSION

La participacion del sistema de complemento en el dafio por ISQ/REP miocardica
se sugirid ya inicialmente en 1969 tras el hallazgo de fragmentos del componente
C3 en miocardio de rata infartado’®. Posteriormente se ha demostrado una relacion
entre la concentracion tisular de C1q y la cantidad de leucocitos acumulados en
tejido miocardico canino isquémico y reperfundido de perro”, asi como relacién
entre la concentracion de MAC vy el dafio tisular en ISQ/REP’®. Ademds, conejos
congénitamente deficientes en C6 padecen un infarto menor después de una
oclusion coronaria, con menos fendmeno de “no-reflujo” y arritmias que los conejos
normales’’.

En cuanto al origen de su activacion, existen evidencias de que durante la
reperfusion de una zona infartada se podrian producir complejos antigeno-
anticuerpo entre los miocitos dafiados e Ig séricas que se unirian a dichas células y
activarian el sistema de complemento y todas sus consecuencias’®. Otros estudios
revelan que durante la isquemia se producen sustancias que son capaces de unirse
a la subunidad Clq de Cl1 y activar la via cldsica del complemento’®. Estas
sustancias podrian provenir de fracciones celulares ricas en mitocondrias’®.

En casos de isquemia indefinida la aparicion de MAC en la superficie de las
células se produce lenta, escasa y tardiamente, de manera que probablemente
todas las células en riesgo estan ya irreversiblemente danadas. Sin embargo, un
periodo de isquemia de 30 minutos seguido de una reperfusion de tan sdlo 15
minutos se asocia a un aumento explosivo del deposito de MAC en las membranas
afectadas™.

Este hecho puede explicar en parte el caracter agudo del dafio por reperfusion

en contraste con la lentitud con la que se establece el dano irreversible en caso de
isquemia indefinida sin reperfusion.
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Accion de las citoquinas

Las citoquinas son moléculas polipeptidicas o glicoproteicas que son segregadas
por células especificas. Forman parte de multiples procesos fisiopatoldgicos del
organismo y contribuyen de manera definitiva al mantenimiento de la homeostasis.
Actiian fundamentalmente de mensajeros intercelulares en respuesta a la activacion
celular®®. Su produccién requiere de trascripcidn y traslacion genética ya que no se
suelen almacenar en el organismo como formas preactivas®.

Ejercen su accién uniéndose a receptores especificos de membrana de las células
objetivo, que en condiciones fisioldgicas suele ser bien la propia célula secretora
(autocrina) o bien células colindantes (paracrinas). Su deteccion en plasma en
cantidades significativas suele suponer un aumento patoldgico de su generacion en
el ambito tisular®. Ello suele corresponder a estimulos mantenidos en el tiempo y/o
de una magnitud suficiente*? capaces de producir alteraciones en diversos érganos y
sistemas, como el miocardio, el pulmon, higado, sistema nervioso central o sistema
de la coagulacién. Son manifestaciones clinicas generales propias de la diseminacion
sistémica de citoquinas la fiebre, la disminucion del estado de conciencia, la
inestabilidad hemodinamica o la depresion de la contractilidad miocardica.

Existen citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias segtn regulen al alza o a
la baja respectivamente el resto de mecanismos implicados en el proceso
inflamatorio que sigue al dafio tisular.

CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS

El TNF-a es una citoquina proinflamatoria de respuesta precoz que es
considerada un desencadenante de toda la activacion de citoquinas y de la
respuesta inflamatoria en general después de la ISQ/REP**® y después de la
CEC**, Es segregado por los NEU y los macréfagos tisulares ante el estimulo de
lipopolisacaridos de las membranas bacterianas, leucotrienos y complemento, asi
como por el musculo durante la isquemia®®, aunque también se ha encontrado
actividad intracelular relacionada con la molécula en las células endoteliales®.

El TNF-a induce la expresion de los genes de otras citoquinas como IL-1, IL-6,
IL-8, PAF, MCP-1 ("Monocyte chemotactic protein-1”)y el de si mismo®®, Es un
potente quimiotactico con propiedades estimulantes del metabolismo oxidativo.
Induce la expresion de la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y de la
molécula de adhesién celular vascular-1 (VCAM-1)® vy la secrecion de O,, H,0, y
otros metabolitos toxicos. Ademas disminuye la secrecion de NO por el endotelio.

El PAF actia principalmente como quimiotactico y favorece la adhesion firme
leucocitaria, su metabolismo oxidativo y su degranulacién, asi como agregacion y
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degranulaciéon de las plaquetas®™®®. Es producido por las células endoteliales

después de la secrecidon de fosfolipasa A, por los leucocitos activados. Las células
endoteliales segregan igualmente PAF ante el estimulo de citoquinas
proinflamatorias como el TNF-a, el H,0, o la trombina, la plasmina, estreptoquinasa
y r-TPA.

El interferon gamma (INF-y) es segregado por linfocitos T-Aelper-1 activados®
y se puede considerar un marcador especifico de activacion linfocitaria®®. Ademas de
su conocida y util actividad anti-viral induce la expresion de genes de
histocompatibilidad mayor e inhibe la proliferacidn celular’#%%°, Ademas, estimula la
produccién de IL-12 por monocitos y macréfagos e inhibe la produccién de IL-4 y de
IL-5 por linfocitos T, con lo que contribuye a la regulacion del balance necesario
entre la respuesta inmune especifica y no especifica®’.

La IL-1 es segregada por los macrofagos principalmente y también por las
células endoteliales y los polimorfonucleares. Tiene dos isoformas la IL1a y la IL-1B.
Es uno de los quimiotacticos mas potentes. Estimula la sintesis de IL-6, TNF-a, INF-
y, IL-8/CXCL1, MCP-1/CCL2 y de si misma®’. Incrementa la expresion de ICAM-1 en
el endotelio vascular y de E-selectina endotelial, que interacciona con la L-selectina
de los NEU en la fase de “rolling’ o rodamiento leucocitario (tal y como se discute
mas adelante). La fraccion IL-1B es necesaria para la iniciacién de la respuesta
inmune celular y para la activacion de IL-2. Posteriormente la secreciéon de IL-8 y
PAF por la célula endotelial activa mas intensamente al NEU para favorecer la
adhesion firme gracias a la via de la familia de las integrinas. Su liberacion produce
clinicamente efectos similares a los del TNF-a, como fiebre, somnolencia e
hipotension. Ademas aumenta la expresion de NO sintasa inducible y la produccién
de prostaglandinas®.

La IL-2 es segregada por los linfocitos T activados® y es responsable de
multiples funciones inmunoldgicas, como la proliferacion y diferenciacion de las
células T o la respuesta cutanea tardia a las reacciones de hipersensibilidad.

La IL-6 es una proteina segregada por monocitos, fibroblastos, queratinocitos y
células endoteliales en respuesta a la IL-1 y al TNF-a. Es considerada un marcador
inespecifico de inflamacion que regula la respuesta inmune y se asocia a respuesta
inflamatoria sistémica después de la CEC!*%®. Entre sus funciones pueden estar
estimular el metabolismo oxidativo de los NEU, la expresidon endotelial de ICAM-1 y
VCAM-1%* y aumentar la permeabilidad endotelial. Contribuye ademas a la
diferenciacion terminal y secrecién de inmunoglobulinas por los linfocitos B*.

La IL-8 es también segregada por las células endoteliales después de su

estimulo por TNF-a o IL-1, asi como por monocitos, macrofagos y fibroblastos. El
estrés oxidativo induce también la transcripcion del gen de la IL-8%°. Es un potente
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quimiotactico leucocitario de manera que interviene en la regulacién de la
quimiotaxis de los NEU de la migracidén transendotelial’>. Induce expresién de
integrinas y migracion transendotelial, asi como la liberacién de enzimas de los
granulos neutrofillicos y estimulacion de su poder oxidativo.

Se ha postulado que la IL-8 podria ser el eslabon entre la generacion de los
radicales libres y la infiltracion de los NEU en el dafo por ISQ/REP. Los
quimiotacticos neutrofilicos podrian ser liberados en dos fases: una precoz mediada
por C5a, detectable ya a los 5 minutos de reperfusion, y otra tardia, mediada por
IL-8 después de 1,5 horas®.

CITOQUINAS ANTI-INFLAMATORIAS

El “ Transforming Growth Factor-beta" (TGF-beta) es una proteina dimérica
que protege al huésped del dano por ISQ/REP por su capacidad para inhibir la
accion anti-NO del TNF-a y para disminuir la produccién de radicales libres®.

Las chaperonas moleculares son proteinas denominadas del “golpe de calor”
producidas por células que son expuestas a diversas formas de estrés como el calor,
la hipo/anoxia, el shock o los radicales libres. Parece que protegen a las proteinas
de la desnaturalizacion producida por estas agresiones y que los glucocorticoides
podrian actuar a través de ellas®.

La IL-4 tiene propiedades antitromboticas y antiinflamatorias en el endotelio
vascular gracias a la regulacion a la baja de la trombomodulina® y de la adhesividad
leucocitaria®®, asi como de IL-1, TNF-a e IL-6.

La IL-10, llamada inicialmente “factor inhibidor de la sintesis de citoguinas™®, es
una citoquina antiinflamatoria sintetizada por monocitos/macréfagos activados,
queratinocitos y linfocitos®®*®®, aunque en el miocardio isquémico y reperfundido la
mayoria de la IL-10 de encuentra en los linfocitos que han infiltrado el miocardio®®.
La sintesis de esta citoquina es estimulada por la IL-12 y la IL-6 en los linfocitos T y
por el TNF-a en el caso de los monocitos®®. Inhibe la sintesis de TNF-a, IL-IB, IL-6,
IL-8%%, asi como la metaloproteinasa y el NO, probablemente por inhibicion de
factores trascripcionales®. Ademas estimula la produccion del inhibidor tisular de
metaloproteinasas en los macréfagos humanos, con lo que favorece la preservacion
de la matriz celular durante la respuesta inflamatoria que sigue a la isquemia
miocardica!® y se ha relacionado favorablemente con los procesos reparadores
miocardicos después del dafio isquémico®™. Ademads, inhibe la fosforilacion del
complejo NFkB-IkB y, por tanto, la activacion del factor transcripcional®®. Se ha
demostrado que la ausencia de IL-10 en ratones genéticamente deficientes
aumenta significativamente la infiltracion granulocitica y el tamano del infarto
después de ISQ/REP miocardica respecto a los ratones normales'®*'%, Otros
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trabajos experimentales han demostrado el mismo efecto de la molécula,
evidenciandose ademas una reduccion de la adhesividad endotelial de los
granulocitos atribuible a ella’®. El mecanismo por el que la IL-10 actla parece
independiente de la iNOS', aunque como se ha dicho en otros trabajos se ha

demostrado que inhibe la sintesis de NO y de TNF-a'®.

Entre las funciones de la IL-10 esta también la modulacién de la sintesis de IL-
12, molécula angular en la adecuacidon de la respuesta inmune ante antigenos
externos y enddgenos. Las células T activadas se diferencian en dos subtipos, Thl y
Th2, segun los subtipos de citoquinas liberadas por ellos. Las células Thl estan
asociadas a la activacion de los macréfagos y de los procesos pro-inflamatorios,
mientras que las Th2 inhiben las respuestas de las Thl y, por tanto, reducen la
inflamacién local®®. La IL-12 es una proteina de 70 kD que induce la actividad
citolitica de numerosas efectoras estimulando el patrén tipo Thi. Por el contrario la
IL-10 facilita las respuestas tipo Th2 y regula a la baja la produccién de IL-12%.
Ademas es capaz de regular la sintesis de moléculas proinflamatorias como son el
TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-8%'%* y de desactivar a los macréfagos™.

Los picos en las concentraciones séricas de IL-10 no se producen hasta las 2
horas de la reperfusion® y sus niveles maximos no se detectan hasta las 24-120
horas de la misma®®.

CITOQUINAS Y DANO POR ISQUEMIA Y REPERFUSION MIOCARDICA

La ISQ/REP miocardica inicia la cascada de activacion de las citoquinas. El TNF-q,
como se ha dicho desencadenante de la cascada de respuesta inflamatoria®, es
liberado por los mastocitos cardiacos en pocos minutos tras la ISQ/REP
miocardica®’. En pacientes con cuadros clinicos de ISQ/REP cardiaca (angina
inestable, infarto agudo de miocardio (IAM) o cirugia de revascularizacion coronaria
con pinzamiento adrtico) se ha observado ademas elevacién de IL-1, IL-6, IL-10, IL-
12, INF-#%1%5 11-8%1% y complemento®, con todas las consecuencias en cuanto a
quimiotaxis, activacion leucocitaria, infiltracion transendotelial y dafio tisular que se
han apuntado y que se detallaran mas adelante.

Tras cirugia de revascularizacién coronaria con pinzamiento aortico se observa
una elevacion de la concentracién de TNF-a en la sangre del seno coronario'®. Esta
elevacion se ha asociado a una amplificacién del tamafo del infarto y a disfuncion
contractil. De hecho, el TNF-a, al igual que la IL-1, induce un efecto inotrdpico
negativo directo sobre el miocardio'” mediado por la esfingosina, molécula que
disminuye la capacidad del reticulo sarcoplastico de segregar calcio®. También es
capaz de aumentar drasticamente la permeabilidad capilar, aumentar el contenido
en agua de la membrana alvéolo-capilar y provocar disfuncion pulmonar.
Igualmente inducen depdsito glomerular de fibrina, infiltracion celular vy
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vasoconstriccion que provocan disminucién de la tasa de filtrado glomerular y
disfuncidn renal®®. Se ha demostrado en estudios experimentales que la inhibicidn
de esta molécula con anticuerpos anti-TNF-a reduce el tamano del IAM después de
una oclusidn coronaria’®. Muy recientemente se ha observado ademas que el TNF-
a produce disfuncion endotelial durante la ISQ/REP a través de la estimulacion de la
expresion de arginasa en las células endoteliales, con la consiguiente inhibicién de la
produccién de NO y el aumento de la produccién de 0,%.

Es de destacar también que en el contexto del sindrome coronario agudo se ha
observado un desequilibrio entre las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias
a favor de las primeras, con elevacién de INF-y y TNF-a y disminucién de IL-10'%.

Interaccion entre el neutrofilo y el endotelio
Tal y como se viene comentando, durante la ISQ/REP se produce la activacion de

las células endoteliales y NEU, lo cual induce a una interaccidon entre ambos grupos
celulares de vital importancia para todo el proceso?!11%111,

Platelet- Rolling Firm Transendothelial

leukocyte leukocytes adherence  migration and
aggregation___ release of
granules

| Endothelium =—=%————= — —

P selectin L selectin

E selectin Activated
Interstial space integrin

leakage

Figura 5. Fases de la interaccion leucocito — endotelio. Tomado de
Paparella et al. Eur J Cardio-thorac Surg, 2002; 21: 232-244.

FASES DE LA INTERACCION LEUCOCITO-ENDOTELIO

La interaccion leucocito-endotelio se produce en tres fases bien diferenciadas
(figura 5):

1) "Rolling”leucocitario

En esta fase el leucocito disminuye la velocidad con la que circula por el vaso y
pasa de la region central del flujo a las zonas periféricas, de manera que comienzan
a rodar y a saltar a lo largo del endotelio, contactando con él.
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Esta fase esta regulada en gran medida por las glicoproteinas de adhesion de la

familia de las selectinas

112" Todas ellas comparten una estructura en mosaico

comun, compuesta por un dominio lecitina en el NH, terminal, un dominio £GF-like,
una serie de entre 2 y 9 dominios ligadores de complemento, un dominio
transmembrana y un corto dominio COOH citoplasmico. Existen tres moléculas de
adhesion en la familia de las selectinas:

L-selectina (también llamada LAM-1, LECAM-1, Mel-14 o CD62L) que se
expresa en la superficie de todos los leucocitos y podria ser el
contraligando de la P-selectina de la célula endotelial'****, Se encuentra
en la superficie de los NEU no activados y, de hecho, existen evidencias de
que procesos inflamatorios pueden resultar en regulacion a la baja de la L-
selectina por su desprendimiento de la membrana y, por tanto, aumento
de su concentracién soluble en suero'’®. Estas formas solubles podrian
tener un papel inhibitorio en la quimiotaxis subsiguiente de otros NEU al
punto de la lesidn. La Unica molécula inflamatoria incriminada en la
estimulacion de la concentracion de L-selectina en la membrana

leucocitaria es el INF-a'*6,

P-selectina (también GMP-140, PADGEM o CD62P), que se sintetiza y
almacena en los cuerpos de Weibel-Palade endoteliales y se transporta
rapidamente a la superficie de la célula cuando es activada por un
estimulo inflamatorio adecuado!!***, A diferencia de la L-selectina, que se
puede hallar en la superficie de NEU quiescentes, esta molécula no se
encuentra en la superficie de las células endoteliales inactivas'®®. La
expresion de P-selectina endotelial, evento precoz en la reperfusion (10-20
minutos), puede ser inducida por la trombina, radicales libres, el
complemento (C5a)'"’, la histamina y el H,0,™.

Esta selectina también se encuentra en las plaquetas activadas, acumulada
en los granulos alfa. La P-selectina asi expresada media el reclutamiento
de leucocitos al trombo'’® e induce la secrecién de O, por parte de los
monocitos'’®, Ademas de su liberacién procedente de las reservas
intracelulares, la P-selectina puede ser sintetizada por estimulacion

transcripcional por parte de la endotoxina y el TNF-a!*®.

E-selectina (también ELAM-1, CD62E), que se sintetiza transitoriamente en
la célula endotelial activada por IL-1, TNF-a y endotoxina y es
transportada a su superficie. Su expresion se produce a las 3-8 horas de la
reperfusion, por lo que parece comenzar a actuar en fases mas tardias de

la misma, y desaparece a las 12-24 horas'*®.
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2) Adhesidn firme

Tras ese contacto repetido con el endotelio activado o disfuncionante, los NEU se
adhieren firmemente al mismo gracias a la interaccion de la molécula leucocitaria
B.integrina CD11/CD18'° con otros componentes de la superficie de la célula
endotelial, como son:

« Proteina opsonizante derivada del complemento asociada al endotelio, la
iC3b'°, que crea una adhesion firme precoz en la evolucién de la
reperfusion.

+ Moléculas de adhesion intercelular (“InterCellular Adhesion Molecule’,
ICAM-1 y 2), miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas de las
moléculas de adhesion. Juegan su papel de adhesiéon firme mas
tardiamente (2-4 horas)®, reclutando méas polimorfonucleares en las fases
avanzadas de la reperfusion.

Las integrinas son una familia de glicoproteinas formadas por la unién no
covalente de subunidades alfa y beta. Los leucocitos pueden expresar 13 tipos
diferentes de integrinas y de ellas seis son importantes en la relacion leucocito-
endotelio, todas pertenecientes a las familias B1, B2 y B7''®. Los NEU expresan sélo
integrinas pertenecientes a la subfamilia B2, que consiste en moléculas formadas
por tres cadenas-a distintas (CD11a, CD11b y CD11c) y una subunidad B comun
(CD18)*!, Los complejos CD11a/CD18, CD11b/CD18 y CD11¢/CD18 son sintetizados
en el NEU pero solo las fracciones 11b y 11c son almacenados en granulos
secundarios'® y son transportados rapidamente a su superficie después de su
activacion.

Los contraligandos de CD11a/CD18 y CD11b/CD18 son la ICAM-1 y 2 para la
primera y sélo la ICAM-1 para la segunda. Se desconoce el contraligando de
CD11c/CD18 y parece que su contribucién a la interaccion leucocito-endotelio es
muy pequefia'’®. Existen evidencias de que la adherencia de NEU no activados al
endotelio depende de la interaccion CD11a/ICAM, mientras que la de los NEU
activados depende principalmente de CD11b/ICAM'®,

El estimulo de citoquinas y mediadores inflamatorios aumenta la concentracion
de las moléculas de adhesién en la superficie celular leucocitaria y endotelial entre 3
y 10 veces. Ademas, después de su activacion, estas moléculas son capaces de
cambiar su estructura desde un estado de baja afinidad a otro de alta afinidad por
sus contraligandos endoteliales™.

Los NEU activados segregan leucotrieno B4 y PAF, potentes estimulantes

leucocitarios de la quimiotaxis, degranulacién y adhesion a las células endoteliales.
El LTB, y el PAF incrementan ademas la avidez de estas moléculas por el ICAM-1*y
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el dltimo estimula a las plaquetas, que pueden producir un sinergismo en las
mismas para amplificar la lesin tisular®.

Otros agentes quimiotacticos (CD5a), radicales libres (O,, H,0;) y citoquinas
producidas durante el proceso de ISQ/REP (IL-1, TNF-a)'** han sido implicados en
la adherencia neutréfilo-endotelio por mecanismos CD11/CD18-dependientes!®.
Ademas estas citoquinas promueven la expresion de moléculas de adhesion en la
superficie del miocito, y estimulan la liberacidon de IL-8, otra molécula con marcadas

propiedades proinflamatorias y de activacion leucocitaria®.

En cuanto a los radicales libres y como se ha comentado, la via de la xantina
oxidasa produce grandes cantidades de H,0,y O, después de la reperfusién. En el
caso del O,, su liberaciéon aumentada inactiva al NO, molécula con propiedades
anti-adhesivas, cuyo fundamental papel en el proceso inflamatorio post-reperfusion
sera posteriormente expuesto con detenimiento. El H,0, por su parte induce la
adhesidn neutrofilica por un mecanismo PAF-dependiente.

La superfamilia de las inmunoglobulinas incluye cinco miembros implicados
en la interaccion leucocito-endotelio: ICAM-1(CD54a), ICAM-2 (CD54b), ICAM-3
(CD54c), VCAM-1 (“Vascular Cell Adhesion Molecule’;, CD106) y PECAM-1 (“'Platelet
Endotelial Cell Adhesion Molecule-1”). De ellas, ICAM-1, ICAM-2 y PECAM-1 actlian
como contraligandos de los NEU:

e ICAM-1 reconoce tanto a CD11a/CD18 como a CD11b/CD18. Su
expresion aumenta cuando la célula se activa con IL-1, TNF-a o
lipopolisacaridos'®.

« ICAM-2 es una fraccion de ICAM-1 y su expresion no se activa por

citoquinas.

3) Migracién o “diapédesis” transendotelial

Muchos de los NEU resultan activados durante el proceso de adhesidn y migran a
través de las células endoteliales. Este proceso esta mediado por el miembro de la
superfamilia de las inmunoglobulinas PECAM-1'2*12> presente en las uniones de las
células endoteliales, asi como en plaquetas y leucocitos. Una vez que los
polimorfonucleares activados han migrado a través del endotelio, se hacen paso a
través del tejido miocardico liberando proteasas (colagenasa y elastasa), radicales
libres derivados del oxigeno (O, y OH’, H,0,), acido hipocloroso y otras sustancias
citotoxicas, como los tromboxanos y leucotrienos. Ademas se fijan a la superficie de
los miocitos por un mecanismo dependiente, de nuevo, de la ICAM-1'%,

Los NEU son dirigidos al sitio de la lesién por la formacion secuencial de factores
quimiotacticos como C5a, IL-8, y el TGF-a (“transforming growth factor-a™) por
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parte de los mismos NEU, el endotelio y el miocito. En corazones de rata aislados se
ha podido demostrar que la reperfusion con NEU o plasma aislados no produce una
disfuncién contractil significativa, aunque si una acumulacién excesiva en el
miocardio. Cuando se reperfunde con polimorfonucleares y plasma, o bien con
polimorfonucleares y C5a aislado el dafo contractil se observa sistematicamente. De
todo ello se deriva que el plasma y, mas concretamente el complemento, es
necesario para la activacion del polimorfonucleares, la generacién de radicales libres
y el dafio tisular y disfuncion contractil. La quimiotaxis se lleva a cabo por un
gradiente de concentracion a uno y otro lado del endotelio, de su matriz
extracelular, que es capaz de secuestrar el factor quimiotactico y presentarlo con
una configuracion adecuada para la subsecuente activacion del NEU. De hecho, sin
el endotelio el NEU no es capaz de posicionarse adecuadamente para su activacion
durante el proceso inflamatorio. Este hecho se demuestra en que cuando
estimulamos NEU con IL-8 antes de que contacten con el endotelio son incapaces
de adherirse a las paredes vasculares y acaban siendo inactivados™*.

CONSECUENCIAS DE LA INTERACCION ENDOTELIO-LEUCOCITO

Gran parte del dafo por reperfusién estd causado por la infiltracion de los
leucocitos en el tejido miocardico reperfundido. Los NEU se acumulan muy
precozmente en el miocardio durante el transcurso de la reperfusion,
preferentemente en la region subendocardica durante las primeras 4 horas desde el
inicio de la reperfusion, cada vez con una menor intensidad?’.

La reperfusion acelera el influjo de NEU al tejido previamente isquémico®®.
Estudios histoldgicos demuestran que hay una correlacion directa entre el tiempo de
isquemia y el tamafio del infarto con la cantidad de NEU acumulados en el
miocardio'?®. De hecho, la deplecién de los leucocitos circulantes o su anulacidon
disminuye el dafio por reperfusion’®**°, En el trabajo de Smith y cols. se encontrd
una correlacion directa entre la liberacion de CPK-MB a las 24 horas de la
reperfusion de miocardio isquémico de rata y la cantidad de NEU acumulados en el

miocardio, medida histolégicamente y por la actividad mieloperoxidasa del tejido'*".

Los mecanismos por los que los NEU producen daino de reperfusion son:
« Liberacion de sustancias citotdxicas, tales como enzimas proteoliticas y

radicales libres derivados del oxigeno®.

+  Oclusidn mecanica de los lechos capilares (fenémeno de no-reflujo)**.

1) Liberacién de sustancias citotdxicas

La interacciébn de leucotrieno B4, PAF, complejos antigeno-anticuerpo o
productos bacterianos con receptores de la membrana del NEU induce la activacién
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de la NADPH-oxidasa, que genera grandes cantidades de agua oxigenada y O,". El
NEU activado genera igualmente mieloperoxidasa al medio extracelular, que induce
la generacién de acido hipocloroso, potente citotdxico ya comentado previamente.

La adhesion de polimorfonucleares al miocito produce una “transferencia directa”
de radicales libres en el seno de la célula miocardica. En ella provocan lesiones
tanto en el reticulo sarcoplasmico, el cual se vuelve incapaz de re-secuestrar calcio
durante la diastole, como en las mitocondrias, que ven alterada gravemente su
capacidad para regular la homeostasis del ADP'*’. La incapacidad del reticulo
sarcoplasmico para recuperar el calcio durante la didstole hace que ésta se
prolongue inadecuadamente y se produzca lo que se llama “aturdimiento diastdlico”,
con alteracion del llenado ventricular, disminucion del volumen latido y aumento de
la presion telediastdlica. Estos mecanismos pueden ser responsables del fracaso
ventricular precoz después de tiempos de isquemia prolongados en el trasplante
cardiaco.

De igual manera, los NEU activados segregan proteasas al medio intercelular,
tales como elastasas y metaloproteinasas. Las metaloproteinasas (colagenasa y
gelatinasa) son segregadas de manera inactiva y es el acido hipocloroso y N-
cloraminas las encargadas de activarlas. De la misma manera inactivan
antiproteasas naturales (alfa-1-antitripsina y alfa-2-macroglobulina) existentes en
grandes cantidades normalmente en plasma y tejido intersticial, con lo que se
potencia su efecto.

2) Fendmeno de no-reflujo

Este fendmeno se describi6 inicialmente como edema intenso de las células
endoteliales de un territorio isquémico reperfundido cuyos capilares quedan
obstruidos por tapones de hematies, leucocitos polimorfonucleares y trombos ricos
en plaquetas’®. El fendmeno de no-reflujo limita el efecto beneficioso de la
reperfusion e impide que las drogas administradas durante la misma lleguen al
tejido que ha estado sometido a un periodo de isquemia.

La situacion de no-reflujo se puede deber a varios factores (figura 6):

« La adhesidn leucocitaria y la pérdida de elasticidad de su membrana
inducida por la activacién pueden provocar obstruccion mecanica de los
capilares miocardicos™.

« La menor capacidad de vasodilatacion debida a la inhibicion en la
produccion de NO y prostaciclina y la vasoconstriccion con contractura del
musculo liso derivada de una liberacion aumentada de endotelina y una
degeneracion de B-receptores disminuyen también la perfusion capilar. La
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prevalencia de vasoconstriccion en los capilares induce un gradiente de
presion transcapilar, lo cual promueve una mayor acumulacién de NEU®.

"Gaps” endoteliales. Edema mioc_'l:tico
Extravasacion de Fibrina Compresion
hematies vascular
Edema
endotelial Microémbolos

regional

/

Protrusion

' = Apilami
endotelial Plaquetas = p ‘I::) z::lai’;(t"")
Luz capilar . ) \
Tapones de neutrofilos Protrusion del
(radicales libres) sarcolema

Figura 6. Fenomeno de no reflujo. Modificado de Best, B. Ischemia and Re-
perfusion Injury in Cryonics.

« El dano endotelial produce fugas capilares con edema miocardico y
agregados de fibrina, que contribuyen también al no-reflujo®. Aparte del
aumento de la permeabilidad capilar, el edema miocardico se produce por
edema miocitico y endotelial en si mismo, por aumento de la
permeabilidad y edema del sarcolema y disfuncion del transporte de
sodio, potasio y cloro®.

« De igual manera se puede producir apilamiento (fendmeno de
“"Rouleaux”) de los glébulos rojos que impide su movimiento y la
oxigenacion tisular, asi como agregacién plaquetaria y formacion de
microémbolos.

Existen diversas teorias acerca de cual de estos mecanismos es el principal
responsable del no-reflujo. La inhibicion del CD-18 y de la ICAM-1 impiden su
desarrollo, pero soélo el anti-CD18 disminuye el edema miocardico y la actividad
mieloperoxidasa del tejido reperfundido, por lo que ni el edema tisular ni la
agregacion leucocitaria deben ser factores criticos en su patogénesis'*2. Por ello, la
contractura muscular, probablemente junto a la vasoconstriccion debida a la
inhibicién del NO por el O, y a la disminucién de su produccion por la lesion
endotelial por reperfusién®, pueden ser los factores principales en su desarrollo.
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MANIPULACION DE LA INTERACCION LEUCOCITO-ENDOTELIO Y SU EFECTO EN
EL DANO POR ISQUEMIA Y REPERFUSION CARDIACA

Los trabajos que han investigado el papel de las betasintegrinas y de la
superfamilia de las inmunoglobulinas en el dafio por ISQ/REP han intentando inhibir
alguna de las dos Ultimas fases en que se produce esta interaccion para intentar
disminuir la lesion miocardica. Todos ellos son trabajos experimentales en animales
en los que se ha provocado isquemia miocardica, bien mediante la oclusion
temporal de una arteria coronaria con el corazon latiendo o extrayendo el érgano
para trasplantarlo posteriormente en otro animal. Antes de la reperfusion se han
administrado anticuerpos especificos contra las diferentes moléculas de adhesion
leucocitaria para comprobar su efecto en el dafio miocardico.

1) Inhibicidn de las selectinas

Existen varios estudios que han bloqueado mediante anticuerpos especificos la
selectina L (DREG-200* y sus variantes “humanizadas”®) y la selectina P
(PB1.3"*%) que han demostrado un efecto protector frente al dafio por ISQ/REP y
una reduccién del tamafio del infarto.

2) Inhibicién de la adhesion firme

Varios trabajos experimentales han demostrado que la inhibicidn especifica de
CD18 mediante el anticuerpo R15,7 es capaz de proteger al miocardio del dafio por
ISQ/REP, con reduccion de la adhesion de los NEU al endotelio, de su migracion al
seno del tejido miocardico isquémico y reperfundido y de la actividad
mieloperoxidasa del tejido**’**®, Ademéas se preserva también la funcionalidad del
endotelio para liberar adecuadas cantidades de NO ante el estimulo de
vasodilatadores endotelio-dependientes, como la acetilcolina o el A23187. La

inhibicién de la fraccién CD11b del CD11/CD18 ofrece similares resultados'*.

La administracion del anticuerpo anti-ICAM-1 RR1/1 puede producir un efecto
beneficioso por doble mecanismo, tanto por la inhibicion de la adherencia de los
polimorfonucleares al endotelio como por el entorpecimiento de la adherencia al
miocito de los polimorfonucleares que han conseguido atravesar la barrera
endotelial. Aunque experimentalmente diminuye la migracion de los NEU al seno del
miocardio después de la reperfusion y la extension de la necrosis, no lo hace tan
eficazmente como el R15,7**, En otros estudios se ha demostrado que sdlo la
administracion de anti-CD18 (R15,7) y no el anti-ICAM-1 disminuye la actividad
mieloperoxidasa del tejido y el contenido de agua del miocardio™?. Por tanto debe
existir un mecanismo independiente de esta molécula (probablemente mediado por
la ICAM-2) para la adherencia del CD18 del polimorfonuclear al endotelio.

40



3) Inhibicién de la diapédesis transendotelial: PECAM-1

La inhibicion de la PECAM-1 endotelial y leucocitaria disminuye drasticamente la
migracion transendotelial de los polimorfonucleares al tejido miocardico, pero
preserva solo débilmente la funcionalidad del endotelio y no disminuye la actividad
mieloperoxidasa del tejido. Ello es debido a que los NEU se siguen adhiriendo
firmemente al endotelio'*. Sin embargo, los anti- PECAM-1 protegen al miocardio
del dafio por reperfusion tan eficazmente como la inhibicidn de la ICAM-1**1%2,

LIMITACIONES DEL TRATAMIENTO CON ANTICUERPOS MONOCLONALES

A pesar de lo prometedor de los resultados de la utilizacion de anticuerpos
monoclonales contra las integrinas, selectinas, etc. esta manipulacion tiene varias
limitaciones. Todo ello hace poco practico su uso en el contexto clinico®:

« Estos anticuerpos tienen una vida media reducida en la circulacion
sistémica. Aunque disminuir la accidn leucocitaria en las fases iniciales
podria limitar la amplificacion del dafo por reperfusién que se produce a
lo largo de las horas su efecto en las fases tardias del proceso podria
estar limitado por dicha vida media.

* Se pueden generar anticuerpos naturales contra los anticuerpos
terapéuticos, todos ellos procedentes de animales, y formar asi
complejos antigeno-anticuerpo. La humanizacion de estos anticuerpos
monoclonales podria aportar algun beneficio a este respecto.

e La inhibicion de la adhesion leucocitaria podria producir una
susceptibilidad aumentada a las infecciones, especialmente cuando se
inhibe el CD18'',

PAPEL DEL OXIDO NITRICO EN EL DANO
POR REPERFUSION

Fisiologia del 6xido nitrico

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL OXIDO
NITRICO

El NO o factor relajante derivado del endotelio
(EDRF) es una molécula bioldgica, descubierta en
1980 por Robert Furchgott y su ayudante John
Zawadzki'®*, con una masa molecular de 30d**,

gaseosa, cuyo precursor natural es la L-arginina.
La Oxido nitrico sintasa (NOS), una enzima Dr. Robert Furchgott
activada por la calmodulina, requiere NADP
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reducido y O, para oxidar la arginina y convertirla en NO y L-citrulina'®. Por tanto,
la hipoxemia reduce la produccion de NO mientras que la reoxigenacion la aumenta
bruscamente dado que el resto de precursores permanecen totalmente disponibles
dentro de la célula a pesar de la reduccién de la disponibilidad de oxigeno.

El NO se caracteriza por ser altamente soluble en los lipidos, por lo que difunde
muy facilmente a través de las membranas celulares. Su vida media es
extremadamente corta, de aproximadamente 10-20 segundos en medio natural,
incluida la sangre, ya que se combina avidamente con el grupo hemo de la
hemoglobina y es inactivado por el radical superdxido. Se segrega por el endotelio a
concentraciones de 2-20 nmol/L**.

GENERACION DE OXIDO NITRICO: ISOFORMAS DE LA OXIDO NITRICO SINTASA

El NO es sintetizado por tres isoformas de la NOS: la nNOS, la NOS endotelial o
derivada del endotelio (eNOS) y la NOS inducible (iNOS).

La nNOS o NOS 1, descubierta inicialmente en el tejido cerebral, se expresa en
el tejido nervioso del corazén y esta relacionada con el control de la frecuencia
cardiaca. El NO actla en las células nerviosas del corazon como un

neurotrasmisor'*,

La NOS inducible, iINOS o NOS 2 fue descubierta por primera vez en los
macréfagos. Tras un estimulo inflamatorio del miocardio, como miocarditis, ISQ/REP
o rechazo o bien un mecanismo mediado por citoquinas como la IL-1 beta, el TNF-a
o la IL-6, la actividad de la iNOS aumenta en las células musculares lisas vasculares,
en los miocitos cardiacos, en las células endoteliales y en los linfocitos y macréfagos
que infiltran la zona afectada'”’. En este contexto el aumento de la actividad de
iNOS produce NO que, al actuar con el O, (también producido por el proceso
inflamatorio) en una reaccidon biradical muy rapida e irreversible genera grandes
cantidades de peroxinitrito y OH™*, El peroxinitrito es, como se ha dicho, un
dafino radical libre implicado en dafio celular oxidativo por peroxidacion lipidica a
través de, al menos, tres mecanismos:

1) Lisis catalizada por el OH que genera radical hidroxilo y didxido de
nitrégeno.

2)  Reaccion oxidativa directa con grupos sulfhidrilo.

3) Reaccion con iones metalicos para formar un potente agente nitrante'®.

Esta peroxidacion lipidica podria inducir apoptosis miocitica y promover la

disfuncion contractil de los miocitos cardiacos. De igual manera induciria la
disminucion de su respuesta a los estimulos adrenérgicos que se observa en estos
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procesos, asi como en otros, como la sepsis por gram-negativos mediada por
lipopolisacaridos'”’.

La NOS endotelial, eNOS o NOS 3 se describid inicialmente en las células
endoteliales'*®. El NO producido por las células endoteliales ante el estimulo de la
eNOS tiene un efecto citoprotector a través de funciones tanto en la pared vascular
como en su luz'¥’:

/
0‘0

Por un lado se difunde en profundidad al musculo liso vascular adyacente y
regula su tono. EI NO produce relajacion de la célula muscular lisa vascular
después de estimular la guanilato-ciclasa y generar asi guanosina
monofosfato ciclica (cGMP)!*%°, EI NO posee un potente efecto
vasodilatador en el miocardio isquémico, lo cual puede contribuir a una mejor
distribucién de las soluciones cardiopléjicas durante los procedimientos con
pinzamiento aortico y CEC.

De igual manera difunde a la cara luminal del endotelio donde ejerce
importantes misiones:

1. La elevacion del cGMP en las plaquetas inhibe la agregacién
plaguetaria ante una gran variedad de estimulos, como ADP, acido
araquidonico, colageno y trombina. También inhibe la adhesion de las
plaquetas al endotelio sano. De hecho, el NO inhalado inhibe la
agregacion plaquetaria y alarga el tiempo de hemorragia tanto en
animales como en humanos con SDRA™,

2. Inactiva radicales superdxido, probablemente por una interaccion
directa con la NADPH oxidasa que esta ligada a la membrana del NEU,
ademas de una reaccion biradical muy rapida e irreversible.
Desgraciadamente genera peroxinitrito y OH*'* que pueden causar,
como hemos visto, un efecto paraddjico de lesion por NO durante la
reperfusion en presencia de O,

3. Modula la permeabilidad endotelia

4, Inhibe la funcién leucocitaria'* a través de diferentes mecanismos:

+ Inhibicibn de la secrecion de radicales superdxido por los
polimorfonucleares activados a través de la inhibicion del
ensamblamiento celular de la NADPH oxidasa'*.

« Inhibicion del “rolling” leucocitario por inhibicién de la expresion
de la P-selectina en la membrana endotelial vascular*®2. EI NO inhibe la
regulacion al alza de P-selectina, E-selectina e ICAM-1. La inhibicion de
la regulacién de la P-selectina se debe a la inhibicidn del RNA-m
implicado en su sintesis®

« Inhibicién de la adhesion firme®*? a través de la inhibicidn de la
expresion de la ICAM-1 y VCAM-1. Estas acciones las realiza por medio

|151
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de la disminucion de la activacion de la protein-cinasa C e impidiendo
la transcripcion del NFkB, que normalmente induce a su vez la
expresidn del m-RNA para estas moléculas de adhesién'>>.

« Inhibicion de la adhesion firme a través de la rgeulacion a la baja
de la expresién de CD18. El NO estimula la guanilato ciclasa y, por
tanto, la sintesis de cGMP. Esta molécula produce una inhibicion del
influjo de Ca™ en la célula, que es un mediador fundamental en la
trasduccién de senales intracelulares durante la activacién del
polimorfonucleares. La acumulacion de cGMP que induce el NO podria
ser la responsable de una disminucion del Ca** intracelular y un
entorpecimiento de la comunicacién intracelular de las sefales de
activaciéon. La integrina CD18 y otras estan unidas a la F-actina por
proteinas del citoesqueleto tales como alfa-actinina, talina, vinculina,
paxilina y tensina, por lo que la disminucién de la formacion de F-
actina impide la traslocacion del receptor CD18 a la superficie celular.
En otros trabajos se ha demostrado que el NO cambia también la
distribucién de la F-actina de las células endoteliales y que disminuye
la expresién del CD18 en estas células endoteliales activadas'****!,

« Inhibicidén del secuestro tisular de leucocitos y de la diapédesis.
Tras ser activados se produce una disminucion de la deformabilidad de
los polimorfonucleares causada por ensamblamiento de filamentos de
F-actina en la periferia de la célula a partir de G-actina soluble, que
aumentan su rigidez considerablemente. La discrepancia entre el
tamafio de los capilares y de los polimorfonucleares hace que éstos se
acumulen en el lecho vascular'®., Por otro lado, los estimulos
inflamatorios aumentan la liberacion de nuevos polimorfonucleares de
la médula dsea, muy rica en ellos. EI NO reduce el secuestro tisular de
polimorfonucleares sin alterar la secrecidén de la médula ésea gracias a
una disminucion de la concentracion de F-actina en los
polimorfonucleares de una manera dosis dependiente*®'>*, Parece que
el NO produce ribosilaciéon del ADP de la actina, o que produce la
inhibicién del ensamblamiento de filamentos de F-actina.

Papel del 6xido nitrico en el tratamiento de la isquemia-reperfusion

La isquemia y posterior reperfusion inducen una disfuncién endotelial que se
caracteriza por una significativa reduccion de la liberacién endotelial de NO que
ocurre ya en los primeros 2,5-5 minutos del inicio del retorno sanguineo®'**>, Como
se ha comentado, la NOS requiere NADP reducido y O, para oxidar la arginina y
convertirla en NO y L-citrulina®®. Por tanto, la hipoxemia reduce la produccion de
NO de manera que a los 60 minutos de isquemia la secrecion de NO queda reducida
en un 90%"%'’, Por su parte la reoxigenacién la aumenta bruscamente dado que
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el resto de precursores permanecen totalmente disponibles dentro de la célula a
pesar de la reduccidn de la disponibilidad de oxigeno.

La disfuncién endotelial y el defecto en la liberacion de NO favorecen, como ya
se ha comentado, la interaccion leucocito-endotelio®*>>!%8, pieza clave para el inicio
y desarrollo de la lesidn por reperfusion. A este respecto, Bell et al*™> demostraron
que la atorvastatina era capaz de reducir el tamafio del IAM en ratones sometidos a
un periodo de isquemia miocardica global de un modo dosis dependiente. Sin
embargo, los ratones congénitamente deficientes en eNOS no se beneficiaban de
esta proteccion.

La disminucién de los niveles de NO endotelial no sélo se observa en este
proceso, sino que existen otros en los que el desarrollo fisiopatoldgico de la lesion
tisular esta mediado de alguna manera por niveles bajos de sintesis o disponibilidad
de NO, como son la hipercolesterolemia, el shock y el trauma’*. En el caso de la
hipercolesterolemia, la disminucién de sus niveles ocurre en los estadios mas
precoces del desarrollo de las placas de ateroma, antes incluso del inicio de su
formacion. Por ello, el aporte de NO a la superficie vascular en estas situaciones de
carencia es uno de los caballos de batalla actual en muchos frentes de
investigacion, incluido el de la ISQ/REP. Después de todo lo comentado parece
l6gico pensar que el aporte de NO dependiente de eNOS al endotelio disfuncionante
de los pacientes hipercolesterolémicos podria proteger del dafno miocardico ante un
proceso isquémico.

El NO se lleva administrando con éxito por via inhalada para actuar directamente
sobre los vasos pulmonares desde hace mas de 18 afios'®, con excelentes
resultados. Sin embargo, debido a su corta vida media en sangre esta via tiene
significativas limitaciones para alcanzar con garantias el lecho vasular sistémico del
organismo vivo a concentraciones terapéuticas y se debe recurrir a otras formas de

administracion.

Actualmente existen 5 formas de administrar NO de manera sistémica en el
contexto del dafio por ISQ/REP:

« Administracion de NO como tal a bajas concentraciones con las
limitaciones apuntadas, bien inhalado, administrado en los oxigenadores
de la bomba de CEC o bien disuelto en solucién.

« Administracién de donadores de NO.

« Transferencia del gen de la NOS para que la célula endotelial sea
capaz de fabricar su propio NO. Este abordaje estd aun en fase
experimental.

« Administracion del precursor del NO, la L-arginina.
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« Administracion de inhibidores de la hidroxy-metil-glutaril coenzima A
reductasa, también llamadas estatinas, objeto precisamente de nuestro
estudio.

ADMINISTRACION DE OXIDO NiTRICO INHALADO

La inhalacién de NO ha resultado ser altamente eficaz en el tratamiento de la
hipertension pulmonar en ciertos procesos fisiopatoldgicos. Una vez en el pulmoén la
molécula difunde rapidamente a través de las células alveolares hacia la trama
arteriolar subyacente y aumenta los niveles de cGMP gracias a la activacion de la

guanilato ciclasa. Ello induce vasorrelajacion y, dudosamente, broncodilatacion®®.

Ademas, dadas sus marcadas propiedades antiadhesivas durante la interaccion
leucocito-endotelio, la inhalacion de NO ha demostrado ser eficaz en prevenir la
acumulacion de NEU en los pulmones inducida por la hemodidlisis, la infusién de
lipopolisacarido, la ISQ/REP, el sindrome de distrés respiratorio del adulto o la

infusion de IL-1 y el trasplante pulmonar'®’.

A pesar de que el NO es rapidamente inactivado en los capilares pulmonares al
interaccionar con la oxihemoglobina y, como ya se ha dicho, posee una vida media
plasmatica media muy corta, se ha demostrado que el NO puede sufrir un proceso
de autooxidacion a N,Os. Este es un potente compuesto nitrosante que se une a
proteinas plasmaticas y forma S-nitrosoproteinas estables incluyendo S-
nitrosoalbUmina. Estas proteinas podrian funcionar asi como donadoras periféricas
del NO inhalado'®®. De hecho Keaney et al han demostrado que /in vitro, la S-
nitrosoalbimina posee propiedades "EDRF-l/ike” con vasodilatacion e inhibicion de la
agregacion plaquetaria. Aunque la intensidad del efecto es siete veces menos
potente que la del nitroprusiato su duracion es de casi 10 minutos en comparacién
con los 19 segundos de éste!®, De igual manera, se ha demostrado que la
hemoglobina puede convertirse en S-nitrosohemoglobina en el pulmén, con
propiedades vasodilatadoras al disociarse en los capilares periféricos'®!. Ademas
existen otras moléculas, como el glutation o la cisteina, que pueden tener capacidad
de transporte del NO**’. Durante la inhalacién de NO la concentracion de nitratos en
plasma aumenta hasta cuatro veces y se mantiene a dichas concentraciones

después de 60 minutos de suspendido el tratamiento™”’.

Todo ello podria explicar que el NO inhalado sea capaz de alcanzar la vasculatura
periférica y ejercer efectos beneficiosos sobre las interacciones endotelio-neutrdfilo
en estados de deplecién de NO, como es la ISQ/REP. Sin embargo, esto no sucede
en situaciones en las que hay abundante NO como la perfusion de endotoxina, en la
que se induce la iNOS y se producen grandes cantidades de NO, o en el contexto de
un endotelio normal**®!®!, Experimentalmente, el NO inhalado a altas
concentraciones (80 p.p.m.) es capaz de disminuir el nimero de NEU que sufren

46



"rolling”, adhesion y diapédesis en territorios vasculares sistémicos después de un
periodo de isquemia y posterior reperfusion, prevenir la disfuncion endotelial medida
como aumento de su permeabilidad y de abolir practicamente el fendmeno de no-
reflujo. Ademas, inhibe la vasoconstriccion arteriolar provocada por la
administracion local de inhibidores del NO (N(G)-nitro-L-arginina metil-éster, L-
NAME), con lo que estos efectos se pueden atribuir a la actuacion realmente
periférica de NO y no a su accién sobre los NEU a su paso por el pulmén'®. A esas
concentraciones los niveles de NO, no ascienden del limite toxico de las 5 p.p.m. en
ninglin momento y no se observan efectos nocivos cardiovasculares'®’. Sin embargo
el NO inhalado es incapaz de proporcionar periféricamente la concentracion
suficiente de NO para prevenir la disfuncion endotelial provocada por la
histamina'®*. Por otro lado, otros trabajos han demostrado que el NO inhibe la
adhesioén leucocitaria CD18-dependiente /n vitro a concentraciones entre 10 y 50
nmol de NO generado/minuto, con escaso o nulo efecto a concentraciones
superiores o inferiores'®®. Este escaso margen hace que la eficacia clinica de esta
forma de administracion se vea muy limitada.

Por fin, cabe decir que en estudios de isquemia intestinal se ha demostrado que
el NO inhalado no es capaz de disminuir la disfuncion mucosa producida por la
isquemia™’. Sin embargo, donadores de NO o su precursor, L-arginina, han
preservado la funcidn endotelial en este tipo de modelos experimentales'®®®’, Este
hecho puede ser debido a que la forma en que se transporte el NO sea
mayoritariamente como nitrosoalbimina o nitrosohemoglobina que dificilmente
pasan la barrera endotelial aun bajo los efectos de la ISQ/REP. También se puede
deber a que la avidez del endotelio vascular reperfundido sea tal por el NO que no

llegue a pasar al espacio extravascular™’.

ADMINISTRACION DE OXIDO NITRICO A TRAVES DEL OXIGENADOR DE
MEMBRANA

Aunque existen evidencias experimentales y clinicas de que el NO administrado
en el oxigenador durante la CEC podria preservar la funcionalidad de las
plaquetas'®®'®° |a experiencia con este tipo de administracién en cuanto a activacion
leucocitaria esta todavia en fases experimentales. Chello y cols.!”® demostraron que
la administracién de dosis terapéuticas de NO (40 p.p.m.) en la mezcla de gases de
oxigenadores cebados con sangre humana de voluntarios sanos disminuia la
adhesividad hacia las células endoteliales de corddén umbilical humano en los
primeros 60 minutos de derivacion cardiopulmonar respecto al grupo control.
Ademas los NEU tratados expresan menor cantidad de CD11b/CD18 en su superficie
que los no tratados. Por su parte, en un estudio mas reciente, Hayashi et al'”* han
demostrado en un modelo con sangre humana realizado"in vitro” que a dosis
elevadas, superiores a las habituales en uso clinico, el NO en el oxigenador
proporciona una reduccién de la activacion leucocitaria similar a la observada con
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circuitos de CEC biocompatibles. Ademas han demostrado que la combinacion de
ambas estrategias potencia los efectos conseguidos por cada una de ellas por
separado.

No existe por el momento evidencia clinica de reduccion del dafo por ISQ/REP
mediante este tipo de administracion.

ADMINISTRACION DE OXIDO NiTRICO DISUELTO O CON DONADORES

La administracion experimental de NO disuelto en agua destilada o solucién
salina antes de la reperfusion miocardica disminuye el tamafio del infarto e inhibe
ademas la acumulacién de los NEU en el tejido isquémico y reperfundido. Ello se
debe a que se reduce la actividad mieloperoxidasa del tejido tanto en la zona
necrosada como en la isquémica'’?. Este abordaje, sin embargo, no ha tenido
traduccion clinica hasta el momento actual.

Los donadores de NO mas habituales son la nitroglicerina y el nitroprusiato,
farmacos habituales en el manejo clinico cardiovascular. El nitroprusiato ha
demostrado mejorar la microcirculacion hepatica en modelos experimentales de
ISQ/REP'. Sin embargo, estos agentes producen tolerancia y requieren del
metabolismo celular para liberar su NO por lo que actualmente se estan empleando
donadores mas potentes como las sydnoniminas SIN-1 y C87-3754. Estos
compuestos también han demostrado reducir el tamano del infarto y preservar la
funcidon del endotelio, conservando la capacidad de la relajacidon vascular ante el
estimulo con acetilcolina’’*. Ademds, son capaces de reducir la generacién de
radicales superoxido por los NEU o bien de inactivarlos interaccionando
directamente con ellos.

ADMINISTRACION DE L-ARGININA

Como se ha dicho, la disfuncién endotelial producida por la ISQ/REP produce una
disminucion de la generacion enddgena de NO en humanos. La administracion de L-
arginina, precursor del NO, podria inducir una produccion enddégena de NO que
puede tener una serie de ventajas respecto a la administracion exdgena directa o
por donadores:

o Una liberaciéon especifica tanto en tiempo (justo en el momento de la
reperfusién) como en espacio (en el lugar del dafio isquémico).

o Una liberacidn asegurada aunque no exista un buen flujo coronario.

o Prevencion de los efectos secundarios de altas dosis de NO exdgeno.

Ademas es un método practico de generar NO, ya que puede ser administrada

como suplemento nutricional, no es tdxica aun a dosis elevadas y es relativamente
baratal”>'”8
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Experimentalmente se ha demostrado que la L-arginina y no la D-arginina, regula
a la baja las moléculas de adhesién ICAM-1 y VCAM-1'°, Engelman y cols.
demostraron que la administracion de L-arginina en modelos de ISQ/REP miocardica
en ratas es mas beneficiosa cuando se infunde antes del pinzamiento adrtico, puede
ser beneficiosa administrada durante el mismo y puede ser perjudicial si se
administra durante la reperfusion’’®. En otros trabajos, sin embargo, su
administracion intracoronaria en el momento de la reperfusion resultdé en un
significativo descenso del tamano del infarto y en una disminucion de la actividad de
mieloperoxidasa del tejido en un modelo canino de ISQ/REP miocardica'’®. De igual
manera se constatd una proteccién de la funciéon endotelial con preservacion de la
vasodilatacion inducida por acetilcolina en el grupo tratado respecto al grupo control
y al tratado con D-arginina.

Clinicamente, sin embargo, los beneficios no han sido concluyentes. Carrier et al
no han encontrado diferencias significativas en cuanto a la mortalidad, al infarto
peri-operatorio, la estancia en la unidad post-quirdrgica o la necesidad de
vasopresores después de administracion de L-arginina en la solucion cardiopléjica
durante los primeros 30 minutos de pinzamiento adrtico. No obstante encontraron
que la L-arginina redujo significativamente los niveles de los marcadores de dafio
miocardico®’*"”,

ADMINISTRACION DE INHIBIDORES DE LA HIDROXY-METIL-GLUTARIL
COENZIMA A (HMG-COA) REDUCTASA

Las caracteristicas pleiotropicas de estos farmacos se estan asociando a
numerosos beneficios independientes de su efecto hipolipemiante, tal y como se
describe en detalle en el siguiente apartado.

ADMINISTRACION DE INHIBIDORES DE LA HIDROXY-METIL-GLUTARIL
COENZIMA A (HMG-COA) REDUCTASA (ESTATINAS) EN EL DANO POR
ISQUEMIA Y REPERFUSION

Esta demostrado que la hiperlipidemia es un importante factor de riesgo para el
desarrollo de la aterosclerosis. Los niveles cronicamente elevados de colesterol
producen cambios en la composicién de las membranas celulares y alteraciones
significativas en su viscosidad, incluidas las de las células sanguineas'®® y
endoteliales'®. La consecuente disminucidon de la deformabilidad de los eritrocitos
altera las propiedades reoldgicas de la sangre y puede favorecer el desarrollo del
proceso aterosclerético'®. La célula endotelial por su parte también ve alterada la
fluidez de su membrana lo cual, combinado con los cambios reoldgicos descritos,
puede inducir separacion intercelular y retraccion que de igual manera favorecen la
aterosclerosis'®!. La hiperlipidemia también estimula la liberacion de factores de
crecimiento por la célula endotelial lo cual genera mitosis y proliferacion de los
miocitos lisos vasculares, otro factor en la génesis de la placa de ateroma. Por fin, la
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hiperlipidemia reduce la liberaciéon de NO por parte del endotelio, bien por una
disminucion de su sintesis o por un aumento de su catabolismo por radicales
superdxido'®. Se ha sugerido que los niveles elevados de lipoproteinas de baja
densidad (LDL, figura 7) podrian interferir con el transporte activo de la L-arginina
en la célula endotelial, rompiendo la cadena L-arginina-eNOS y disminuyendo la

sintesis de NO, ademas de aumentar la produccién de radicales superdxido'®>.

Figura 7: Molécula de LDL

r's"m-'_"'-l
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colesterol ApoC-1l

Tomada de: Badimon et al. Rev Esp Cardiol, 2009,
62(10):1161-78.

Como se ha visto ya extensamente, la disminucién de la disponibilidad de NO
favorece la interaccién leucocito-endotelio y otros mecanismos intimamente
implicados de nuevo en el proceso aterosclerdtico. Las estatinas son potentes
farmacos hipolipemiantes que actlan a través de la inhibicién reversible y
competitiva de la HMG-COA reductasa y, por tanto, impiden la transformacion de
HMG-COA en mevalonato con la consiguiente reduccidn de la sintesis hepatica de
colesterol (figura 8). Ello conlleva una estimulacién de la sintesis y expresion de
receptores de LDL y la subsiguiente reduccién del colesterol sanguineo, asi como de

los niveles de apolipoproteina B100 y de las lipoproteinas ricas en triglicéridos'®*.

Por todo ello, las estatinas ejercen hoy en dia un papel fundamental en la
reduccion de la generacion y progresion del proceso aterosclerético gracias a su
demostrada eficacia en el control de la hipercolesterolemia a través de la reduccion
de la sintesis de colesterol hepatico'®, concretamente de las LDL, y en la reduccion
de la morbimortalidad cardiovascular. Pedersen et al'®* llevaron a cabo estudio
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multicéntrico aleatorizado y controlado por placebo de gran trascendencia en el que
participaron 94 hospitales de 5 paises y en el que se incluyeron 4444 pacientes. En
este estudio se demostré que después de un seguimiento medio de mas de 7 afios
la simvastatina reducia de manera muy significativa mortalidad cardiovascular (RR
0,70 (IC al 95% 0,60 — 0,82, p = 0,00002) y que este efecto se mantenia en el
tiempo y no afadia riesgos adicionales a los pacientes.

Acetyl-CoA

¢

Acetoacetyl-CoA

¢

HMG-CoA
HMG-CoA reductase ¢ I Statins

Mevalonate

¢

Mevalonate-PP

\

Isopentyl-PP

'

Geranyl-PP

¢

Farnesyl-PP====F Dolichols

«

Squalene

¢

Cholesterol Prenylated proteins

all-trans Geranylgeranyl-PP

Figura 8: Mecanismo de accion de las
estatinas. Tomado de  Schachter M.
Fundamental & Clinical Pharmacology, 2004; 19:
117-125.

Actualmente se considera que estos farmacos ademas de su principal efecto, el
hipolipemiante, poseen un importante papel protector de la funcién endotelial
gracias a diversos mecanismos pleiotrdpicos:
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0 La estimulacién directa de la sintesis del NO endotelial por parte de todas las
estatinas comercializadas'®'*!, con un incremento en la actividad de la
eNOS#1%! " asi como un aumento de su vida media'®>. El incremento en la
expresion y actividad del enzima se observa incluso en condiciones de
hipoxemia. Esto ocurre probablemente por mecanismos post-
transcripcionales, como la estabilizacién del RNA mensajero’®, que parece
estar relacionada intimamente con la inhibicién de la Rho-GTPasa'®. En
pacientes hipercolesterolémicos, la expresion endotelial de caveolina-1 esta
directamente relacionada con los niveles de LDL y esa abundancia en
caveolina-1 promueve la actividad inhibitoria de la eNOS que tienen las LDL y
por tanto su capacidad para reducir la produccion de NO. Aln mas, las
estatinas promueven la produccion endotelial de NO a través e la inhibicidn
de la expresion de la propia caveolina-1 por la célula endotelial®®. Las
estatinas también aumentan la actividad a largo plazo de la eNOS a través de
la asociacién de la chaperona molecular Hsp90'**. Experimentalmente se ha
conseguido contrarrestar el efecto de la L-NAME mediante el tratamiento
concomitante con pravastatina (PRAV) sin alterar los niveles de colesterol de
los animales'®®. La L-NAME es un inhibidor de la NOS que produce aumento
de la presion sistdlica y cambios inflamatorios en las arterias coronarias
(infiltracion monocitica, expresion de sustancias quimiotacticas para los
monocitos y proliferacidn celular)!®®. En un reciente trabajo, Kaesemayer et
al**® han observado que la PRAV y la simvastatina son capaces de inducir
vasodilatacion arterial endotelio-dependiente con aumento de la produccion
de NO. Han demostrado que tanto la relajaciéon vascular como la sintesis de
NO son dosis dependiente y mas potente para la PRAV. Esto puede explicar
que su beneficio clinico esté menos ligado a la disminucion de los niveles de
colesterol.

0 La reduccion de la inhibicion de la eNOS asociada a la hipoxemia y a otros
estimulos, como el TNF, la IL-1 o las LDL oxidadas'®.

0 La modulacién de la actividad de la iNOS que ha demostrado ser deletérea a
través de la sintesis de NO en el contexto del proceso inflamatorio y su
oxidacion a radicales peroxinitrito'®”.

o Disminucidon de la actividad del NFkB™®, de la quimiotaxis de los NEU y
monocitos humanos!® y de la adhesividad leucocitaria por la reduccién de la
expresion de CD11b monocitico?® y de ICAM-1 endotelial'*®.

8198

El efecto resultante de todo ello seria una mayor disponibilidad del NO producido
por la eNOS en el lecho vascular que explicaria las propiedades antiinflamatorias
que efectivamente se ha demostrado que poseen estos farmacos, asi como una
disminucion del NO producido por la iNOS en las situaciones en las que un aumento
de NO en presencia de radicales libres puede ser claramente deletéreo.
Clinicamente el vinculo entre las propiedades anti-inflamatorias de las estatinas y su
beneficio clinico es tal que comienza a haber evidencias de que los pacientes con
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mayores beneficios son aquellos que consiguen reducir, ademas de la LDL a cifras
cada vez mas bajas, sus concentraciones de proteina C-reactiva (PCR) por debajo
de 2 mg/L*,

Estos hallazgos pueden justificar que los inhibidores de la HMG-CoA-reductasa se
hayan demostrado eficaces también en la reduccién de la morbimortalidad
cardiovascular en pacientes con niveles normales de colesterol. En el estudio
CARE® se aleatorizaron 4159 pacientes con antecedentes de IAM con niveles de
colesterol menores de 240 mg/dl, de LDL entre 110 y 174 mg/dl, de triglicéridos
menores de 350 mg/dl. El tratamiento con 40 mg al dia de PRAV resulté en una
reduccion significativa de la incidencia de muerte de origen cardiaco, de IAM no
fatal y total, de accidentes cerebrovasculares y de necesidad de revascularizacion
coronaria. La cifra de LDL previa al inicio del tratamiento influencié notablemente en
el resultado de manera que los pacientes con LDL menores de 125mg/dl no
obtuvieron ningun beneficio con el mismo mientras que los pacientes con niveles
entre 150 y 175 mg/dl obtuvieron un beneficio similar al que se observa en los
pacientes con hipercolesterolemia. Dentro del subgrupo de pacientes con
procedimientos de revascularizacion previos, en el trabajo de Flaker et al*® se
incluyeron un total de 2245 pacientes del estudio CARE, todos ellos con
antecedentes de IAM, que habian recibido revascularizacion coronaria mediante
ACTP y/o cirugia previamente a la randomizacién con o sin PRAV. La administracion
del farmaco se tradujo en una reduccidn significativa en la incidencia de IAM,
muerte cardioldgica o revascularizaciéon, asi como en la incidencia de accidente
cerebrovascular agudo. En otros estudios de ambito igualmente quirtrgico se ha
confirmado que el tratamiento preoperatorio con estatinas se asocia de manera
independiente a una reduccién en la mortalidad quirdrgica de causa cardiaca® y a
una reduccidn en la incidencia de accidente cerebrovascular perioperatorio®.
Ademas, esta demostrado que la discontinuacion del tratamiento con el farmaco se
ha asociado a un aumento de la mortalidad global y de la tardia de causa cardiaca
tanto en pacientes diagnosticados de sindrome coronario agudo®® como en el
periodo postquirirgico®®. Incluso, en alguno de estos trabajos se observa una
tendencia a presentar mas eventos desfavorables cardiovasculares en los pacientes
en los que se discontinud la administracion de estatinas que en aquellos que nunca
las tomaron?%.

En diferentes trabajos se ha ido observando que el beneficio del tratamiento con
estatinas se puede obtener tratando a los pacientes antes del insulto isquémico
durante periodos de duracién muy variable, entre 3-7 dias y un mes'®!%1%_ por fin,
varios trabajos experimentales han demostrado que una dosis Unica intravenosa del
farmaco capaz de alcanzar una concentracion sérica similar a la que se consigue con
dosis clinicas terapéuticas es capaz de proporcionar multiples efectos beneficiosos.
Con esta estrategia se ha conseguido disminuir el fendmeno de no-reflujo, la
disfuncién ventricular después de la reperfusion, la capacidad adhesiva e infiltrativa
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de los leucocitos, la infiltracion absoluta de leucocitos en el tejido miocardico
isquémico-reperfundido, la expresion de P-selectina endotelial, la apoptosis
miocitica, la induccion del RNAmM-eNOS a través de mecanismos post-
transcripcionales y el aumento de produccidon postisquémica de la iNOS*”. También
se ha observado un aumento de la produccion de NO endotelial,
independientemente de sus acciones sobre los niveles de colesterol*®®2%, En otros
trabajos similares se ha sugerido que el efecto podria ser dosis dependiente. Sin
embargo, en el trabajo experimental de Bell et al™®® se observd que el efecto
protector del miocardio frente a una isquemia global de 35 minutos seguida de 30
minutos de reperfusion se observaba con rangos de concentraciéon de atorvastatina
de 25 a 100mmol/L, con un beneficio maximo con dosis de 50 mmol/L,
curiosamente mayor que el conseguido con la dosis de 100 mmol/L. Jones et al'*
han demostrado que esa administracion aguda en monodosis permite, incluso, que
el corazon tratado mantenga unas cualidades hemodinamicas similares a la de los
corazones no sometidos a ISQ/REP al cabo de 6 meses.

Por todo ello, la administracion de estatinas en dosis Unica inmediatamente antes
del insulto isquémico podria resultar beneficiosa para disminuir los efectos del dafio
por ISQ/REP vy, dados los mecanismos que suscita, también la reaccién inflamatoria
inducida por la derivacion cardiopulmonar.

CIRCULACION EXTRACORPOREA Y REACCION INFLAMATORIA SISTEMICA

La CEC forma parte hoy en dia del armamentario habitual en los procedimientos
quirdrgicos cardiacos. A pesar de los avances que se han obtenido en la
biocompatibilidad del sistema de tubuladuras, dispositivos de oxigenacion, filtracion
sanguinea, etc.,, la CEC sigue generando todavia una importante reaccion
inflamatoria sistémica que amplifica enormemente la inflamacién provocada por el
propio acto quirdrgico. Estudios que comparan la reaccion inflamatoria en pacientes
sometidos a cirugia de revascularizacion coronaria con y sin derivacion
cardiopulmonar y pinzamiento adrtico demuestran este hecho de manera especifica
y contundente®’?°,

Inicio de Ila reaccion inflamatoria sistémica por circulacion
extracorporea

La inflamacion generada durante este tipo de procedimientos quirdrgicos tiene su
origen en diversos factores:

o El procedimiento quirdrgico en si mismo.

o La ISQ/REP, tanto cardiaca inducida por el pinzamiento adrtico'*, como de
otros 6rganos que por diversas causas pueden sufrir también procesos de
ISQ/REP, como son los periodos de hipotension, bajo gasto e
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hipoperfusion, el flujo no pulsatii que proporciona el dispositivo de
derivacién cardiopulmonar, etc.*’.

o El contacto de la sangre con las superficies no endotelizadas del sistema
de CEC.

0 La endotoxemia transitoria que se observa frecuentemente en el periodo
post-CEC.

El trauma quirdrgico induce la reaccion inflamatoria correspondiente, cuyo
abordaje y estudio se extiende mas alla de los objetivos de este trabajo, aunque se
tratara someramente en apartados posteriores del manuscrito. El papel de la
ISQ/REP en la activacion inflamatoria ya ha sido ampliamente comentada en los
apartados previos. El patron temporal de la elevacién de alguno de los marcadores
inflamatorios, como las citoquinas, ha sugerido que la ISQ/REP miocardicas suponen
un importante desencadenante de la activaciéon y amplificacién de la cascada
inflamatoria sistémica inducida por la CEC**, como se comentard en detalle mas
adelante.

CONTACTO DE LA SANGRE CON EL SISTEMA DE CIRCULACION
EXTRACORPOREA

El suceso mas precoz y determinante del inicio de la cascada inflamatoria con
relacion a la CEC se produce cuando la sangre entra en contacto con las superficies
no endotelizadas del sistema (tubuladuras, oxigenador, filtros, etc.), momento en el
que se produce una activacién masiva del sistema de complemento, con la aparicion
de grandes cantidades de C3a y C5a en la sangre que retorna del sistema hacia el
paciente’”’, Esta activacion estd potenciada adicionalmente por el estimulo de la
kalikreina que se genera al activarse también de forma importante el factor XII de la
coagulacion.

El complemento se activa de manera escasa por la via clasica durante la CEC. Los
mecanismos para ello son, probablemente, reconocimiento del complejo heparina-
protamina como consecuencia de la existencia de anticuerpos preformados en
algunos pacientes®!! o bien la generacion durante la propia isquemia de moléculas
procedentes de fracciones celulares ricas en mitocondrias’. Estas moléculas son
capaces de unirse a la subunidad Clq de C1 y activar dicha via clasica’®. Sin
embargo, la via alternativa estd continuamente activando C3b de manera fisioldgica.
Normalmente, en las superficies endotelizadas intactas y normofuncionantes del
sistema vascular existen proteinas especificas que degradan ese componente del
complemento, como el factor acelerador de la degradacion (“Decay Accelerating
Factor”, DAF) e impiden su accién (figura 9). Sin embargo, esto no ocurre en el
sistema de derivacion cardiopulmonar, que carece de estas moléculas, por lo que
C3b continla de manera rapida y masiva con la activacion de la cascada, con la
generacion del complejo de ataque a la membrana (MAC) y anafilotoxinas C3a y
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C5a, con las propiedades quimiotacticas y anafilotdxicas mencionadas
previamente®®!”, Chenoweth et al demostraron que inmediatamente tras el inicio
de la CEC se produce un aumento masivo de la concentracién de C3a y C5a en
sangre que coincide con un importante secuestro leucocitario en el tejido
pulmonar®? y que posteriormente se ha relacionado con la propiedad de C5a para
aumentar la expresion endotelial de P-selectina'’’. Esta selectina es, como ya
sabemos, promotor inicial del “olling” leucocitario necesario para su posterior
adhesidon. C5a, ademads, activa a los NEU para la expresion de moléculas de

Antigeno-Anticuerpo-C1q
C4 ———pCdb

C2——p Cdb2a ¢s DAF

c3 l C4b2a3b | < C3bBb —%-C3b —C3

V\ | Via alternativa
C5hb

Via clasica I~—C52>

Figura 9: Activacion del sistema de complemento. Modificado de Boyle EM
Jr, et al. Ann Thorac Surg 1997,63:277-284. DAF: factor acelerador de la
degradacion de C3b.

adhesion CD11/CD18, que interactian con ICAM-1 endotelial, se adhieren al
endotelio y migran al interior del tejido. Tras ello liberan proteasas que lisan
colageno, elastina y fibronectina, destruyen las estructuras extracelulares y
contribuyen al aumento de la permeabilidad capilar y del espacio extravascular, asi
como al desequilibrio hidroelectrolitico caracteristicos del periodo postoperatorio
después de CEC'. Ademas liberan también radicales libres derivados del oxigeno,
como el 0,232 OH?', H,0,! o peroxinitrito®’® que aumentan la peroxidacién
lipidica®?’ y producen lesiones tisulares pulmonar®®, renal’, cerebral®® y
hepética'®, asi como exacerbacién del dafio por ISQ/REP cardiaca’®**°. Por otro
lado, los radicales libres producen hemdlisis que libera hierro procedente del grupo
hemo de la hemoglobina que, a su vez, cataliza la reaccion de Fenton para la
formacion de cantidades adicionales de OH?",
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El estrés oxidativo se manifiesta muy precozmente tras el inicio de la CEC.
Clermont et al®> demostraron en un meticuloso estudio utilizando resonancia
electrénica de spin (ERS) que la concentracién del reactivo trampa para radicales
con spin desapareado (la a-fenil N-t-butilnitrona, PBN) comienza a ascender ya
antes de los 30 minutos posteriores al pinzamiento adrtico y se encuentra
significativamente elevado de manera sistematica antes del despinzamiento. La
sangre del seno coronario experimenta un ligero ascenso de la concentracion de
PBN a los 3 minutos del despinzamiento, pero no es significativamente mayor que la
de la sangre de la arteria periférica (figura 10). En el caso especifico del O, su
concentracion es maxima 12 horas después de la cirugia, momento en el cual el

recuento leucocitario suele ser también mayor?™>.
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Figura 10: Evolucion temporal de la concentracion de
PBN en sangre periférica (circulos) y seno coronario
(cuadrados). (0 antes del inicio de /a circulacion
extracorporea; til 30min tras el pinzamiento adrtico; ti2; trl,
tr3, tr5, tr10, tr25 durante la reperfusion miocardica a 1, 3,
5, 10, y 25 min tras retirar el clamp. Modif. de Clermont G,
et al. Anesthesiology 2002; 96:80-7.

ENDOTOXEMIA

En los Ultimos afios se esta dando mucha importancia a la endotoxemia que se
produce durante la CEC en el proceso inflamatorio sistémico que se genera durante
la misma. Durante la derivacién cardiopulmonar se produce una elevacién de la
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concentracion de endotoxina por, posiblemente, traslocacion de gérmenes

saprofitos de la luz intestinal por isquemia mesentérica®®> asociada a disfuncién de

las células de Kupffer'?’.

Membrana bacteriana
Durante la CEC se han

/ detectado niveles
anormales de endotoxina
que estan en relacion con
la  duracion de |la
derivacion cardiopulmonar
\ Ant§ e;\o 0" y del pinzamiento
Lipido A g adrtico®®®. La unién del

/ lipopolisacarido A de esta

. . . molécula (figura 11) con la
Figura 11: Lipopolisacarido A. roteina liaadora de lividos
Modificado de Hall et al. Anesth Analg, p"_ ) gac pic -
1997:85:766-82. ("lipid  binding protein’,

LBP) es 1000 veces mas

potente que el propio
lipopolisacérido en inducir la produccién de TNF-a*2. Ademas, es capaz de activar al
complemento y, por supuesto, a los NEU.

Polisacarido

Y/

Mantenimiento de la reaccion inflamatoria sistémica por circulacion
extracorporea

LIBERACION DE CITOQUINAS

La reaccion inflamatoria inicial secundaria a la produccién de complemento es
intensa y precoz pero poco duradera. Este proceso induce la secrecion de multiples
citoquinas inflamatorias®>>®?*' como la IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-q, asi como moléculas
antiinflamatorias, como la IL-10, cuyo patrén de liberacion durante la CEC se ha
estudiado extensamente.

La liberacion de TNF-alfa se inicia precozmente durante la derivacion
cardiopulmonar (ya antes del pinzamiento aodrtico), presenta un pico de
concentracion a las 4 horas del fin de la misma y se mantiene elevado al menos en
las 24 horas siguientes'®. La IL-6 comienza a ascender durante la CEC, alcanza un
pico también a las 4 horas de su finalizacién'*!° y se mantiene significativamente
elevada al menos hasta el 7° dia postoperatorio''®. La IL-8 alcanza el maximo de
concentracion mas precozmente después de la finalizacion de la CEC (5 minutos tras
la administracién de protamina en el trabajo de Birdi et al*** y después de el cierre
de la piel en el estudio de Wan et al*’!), se mantiene elevada hasta las 4 horas
postprocedimiento y posteriormente declina. La IL-10 presenta un pico precoz
(entre 10 y 30 minutos tras la reperfusion®*° o al finalizar la CEC**, segln se
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realice la extraccion de muestras) y al 7° dia ya ha retornado a sus valores

normales preoperatorios'®.

Estos patrones de liberacion de citoquinas, con picos constantemente cercanos al
inicio de la reperfusion y de manera independiente a la duracion de la derivacion
cardiopulmonar en el caso de la IL-8 y la IL-10, sugiere que la ISQ/REP del corazdn
y los pulmones es un importante desencadenante de la respuesta inflamatoria
sistémica, mas que la propia CEC'. De hecho, en el estudio de Wan et al*** que
compara la evolucion temporal de los incrementos de citoquinas proinflamatorias e
IL-10 en pacientes sometidos a cirugia coronaria con y sin derivacion
cardiopulmonar, se observa que la IL-10 tiene sus concentraciones pico al finalizar
la CEC y, sin embargo, en los enfermos sin el uso de la misma el pico es mucho mas
retrasado, concretamente a las 4 horas de la cirugia (figura 12).

5 -
4 .
=
E s
o
£
o
T
o 21
o]
|
1 4
- off:PCAB
UJ —=— on-PCAB
I T T T T 1
preop intraop postop 4hrs 24hrs 48hrs

Figura 12: Liberacion de IL-10 en cirugia coronaria con y sin CEC.
Modlificado de Wan IY, et al. J Thorac Cardiovasc Surg, 2004,127:1624-1631.
Off-PCAB: cirugia coronaria sin CEC: on-PCAB: cirugia coronaria con CEC.

La CEC produce una liberacion de citoquinas que sobrepasa significativamente la
que produce la isquemia miocardica o al trauma quirlrgico aislados. En el estudio
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de Wan et al** se compard la liberacién de citoquinas inflamatorias (IL-6, IL-8),
antiinflamatorias (IL-10) y moléculas de adhesién (VCAM-1) entre pacientes
sometidos a cirugia coronaria con derivacion cardiopulmonar sin pinzamiento aortico
y pacientes sin CEC, es decir, intentando observar el efecto inflamatorio puro de la
derivacion cardiopulmonar. Se observd que la liberacion de IL-6, IL-8 e IL-10 era
significativamente mayor en el grupo con CEC, igualandose las concentraciones a
las 4 horas para la IL-6, la IL-10 y el TNF-alfa y a las 24 horas para la IL-8. En el
caso de la VCAM-1, los enfermos con derivacion cardiopulmonar presentaban
valores menores intraoperatoriamente, con un repunte significativamente mayor a
las 4 horas del procedimiento. Por su parte, el estudio de Diegeler at al*® supone un
completo estudio de la liberacién de complemento, interleuquinas inflamatorias (IL-
6 y 8, TNF-alfa) y también de la IL anti-inflamatoria IL-10 antes, durante y después
del proceso quirdrgico en pacientes sometidos a cirugia de revascularizacion
coronaria por esternotomia media con y sin CEC y por minitoracotomia sin CEC, es
decir, supuestamente con menor trauma quirtrgico. Los niveles de C5a se elevaron
de manera similar en todos los pacientes con el pico al inicio de la CEC en el grupo
intervenido por esternotomia con CEC y un descenso mas rapido a niveles normales
en los otros dos grupos (en 4 horas) respecto al grupo con derivacion
cardiopulmonar (significativamente elevado todavia a las 24 horas). El C3d sélo se
elevd en los grupos con esternotomia, con diferencias significativas entre el
sometido a CEC y el menos invasivo a las 4 horas del procedimiento. El TNF-alfa se
elevd sobre todo en el grupo sometido a derivacion cardiopulmonar, con un pico a
las 4 horas del procedimiento y una elevacion mantenida durante todo el
postoperatorio (hasta 6 dias después de la cirugia). La IL-6 aumentd de manera
similar en los tres grupos con un pico a las 4 horas del procedimiento, con niveles
normales en todos los grupos a las 24 horas. La elevacién de IL-8 se observd
también en todos los grupos, pero de manera significativamente mayor en el grupo
con derivacion cardiopulmonar. Los niveles se mantuvieron significativamente mas
elevados en este grupo a las 24 y 48 horas de la cirugia. Por su parte la IL-10 se
incrementd significativamente mas también a las 4 horas en el grupo asistido, con
valores similares en los tres grupos a las 24 y 48 horas, momento en que las
concentraciones retornaron a valores preoperatorios en todos los grupos. Todos
estos datos confirman que, efectivamente, la CEC resulta en una respuesta
inflamatoria exagerada y en una consecuente liberacion aumentada de
practicamente todas las citoquinas.

En algunos trabajos se ha sugerido que el balance entre la produccién de
citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias resulta en la mayor o menor
extension del proceso inflamatorio®.

ADHESIVIDAD, INFILTRACION Y DEGRANULACION LEUCOCITARIAS

Las citoquinas liberadas en el proceso en cantidad proporcional a la duracion del
insulto proinflamatorio, en nuestro caso la CEC, alcanzan el resto de las superficies

60



endoteliales del organismo y junto a la endotoxina se unen a receptores especificos
que activan la célula endotelial. Una vez activada, ésta inicia la trascripcion de los
“genes de activacion” de E-selectina, ICAM, VCAM, IL-8, iNOS vy factor tisular a
través de una Unica molécula mediadora, el NFkB'. Estd demostrado que la CEC
induce una marcada activacion del NFkB en el tejido miocardico®. Parece ademas
que es bastante independiente del trauma quirdrgico en si. En algunos trabajos, en
pacientes sometidos a revascularizacion coronaria con pinzamiento aortico y
derivacion cardiopulmonar normotérmica, la actividad de NFkB en monocitos de
sangre periférica no se vio afectada durante el procedimiento de manera
significativa®®.

Este proceso tarda 4 horas en completarse y tiene su maximo efecto entre 8 y 24
horas después del insulto, dependiendo del gen de que se trate. Por tanto, una vez
que la respuesta precoz de expresion inicial de P-selectina se ha producido, se
induce la mas duradera expresion de E-selectina e ICAM-1, que perpettan durante
mas tiempo el "rolling”y la adhesién leucocitaria al endotelio.

La adhesividad leucocitaria alcanza valores elevados a las 12 horas después de la
cirugia y se mantiene elevada hasta el 7° dia postoperatorio®®. La E-selectina se
mantiene en niveles preoperatorios, mientras que la ICAM-1 y la P-selectina solubles
se elevan significativamente después de la CEC***. El pico de ICAM-1 soluble es
mucho mas tardio (20 horas) que el de la P-selectina soluble, que se empieza a
elevar a los 30 minutos, alcanza un pico a las 4 horas y se mantiene elevada a las
20 horas®*.

La liberacion de citoquinas se puede ver alterada por la temperatura de la
perfusion durante la CEC, aunque existen hasta el momento datos contradictorios
en cuanto a que la perfusiébn normotérmica pueda producir disminucién®? o
aumento?>?¥ de los marcadores proinflamatorios. Birdi et al**?observaron que la
normotermia atenuaba la liberacion de IL-8 con relacion a la hipotermia ligera
(32°C) y moderada (28°C). En otros estudios se ha observado aumento de la
liberacion de IL-1 y TNF-a**>?%, asi como el complemento®” durante la perfusion

normotérmica al compararla con la hipotérmica.

Por otro lado se ha descrito que la CEC disminuye la capacidad de produccion de
IL-2?%, IL-12 y de INF-y*, lo cual se puede asociar a alteraciones de la respuesta
inmune y a complicaciones infecciosas postoperatorias por inmunodepresion.

OXIDO NITRICO EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA POR CIRCULACION
EXTRACORPOREA

La produccién de NO estd aumentada durante la CEC. El aumento de su
concentracion se empieza a detectar a los 30 minutos de iniciada la derivacion
cardiopulmonar'®®. Ambas NO sintasas estan implicadas en su produccién en este
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contexto. Por un lado, la activacion de la cascada inflamatoria induce un aumento
de la actividad de la iINOS??®. Como se ha visto, citoquinas como la IL-1 beta, el
TNF-a o la IL-6 aumentan la actividad de la iNOS en las células musculares lisas
vasculares, en los miocitos cardiacos, en las células endoteliales, linfocitos y
macréfagos'®. Por otro lado, el flujo anormal, no pulsétil, que proporciona la bomba
de CEC y la propia reaccién inflamatoria estimula al endotelio para activar la eNOS y
producir NO??°. La bradikinina, que es capaz de estimular a la célula endotelial para
producir NO, estd igualmente aumentada durante la CEC**°. Cuando se lleva a cabo
la derivacion cardiopulmonar con hipotermia moderada, la produccion de NO
durante la misma y en el periodo de recuperacién posterior parece atenuarse*?3!,

Aunque, como se ha visto, el NO puede ejercer efectos favorables locales en el
proceso de ISQ/REP inhibiendo la interaccidén leucocito-endotelio entre otros, el
producido en reaccidon al estimulo inflamatorio por la iNOS también puede tener
efectos perniciosos durante el proceso a través de la generacion de peroxinitrito'®.
Igualmente, el exceso de NO durante la CEC también puede tener efectos
deletéreos, como son la inhibicion del metabolismo celular a través de la reaccidn
directa con enzimas como la guanilato ciclasa o la ciclooxigenasa. Igualmente a
través de su unidn al citocromo p450s produce inhibicion de su importante actividad
enzimatica®®>. Ademéas este NO producido ante el estimulo de la iNOS induce
hipotensidon arterial por su efecto vasodilatador'®®, y puede provocar depresion
miocérdica®® y lesion tisular pulmonar®. A pesar de todo ello, Hayashi et al**® en un
interesante trabajo experimental, demostraron que gran parte del NO que se
produce después de la CEC es derivado de la iNOS y que inhibiendo su actividad con
amionoguanidina se reducia la concentracion de NO después de la derivacion
cardiopulmonar. Ello produjo contrariamente a lo esperado una amplificacion de la
respuesta inflamatoria (mayor elevacion de los niveles de IL-6 e IL-8), mayor
infiltracion leucocitaria tisular en el pulmdn y mayor disfuncién pulmonar, aunque se
redujo la persistencia en el tiempo de la concentracién elevada del radical libre
peroxinitrito. Dado que la CEC puede producir disfuncion endotelial progresiva por la
respuesta inflamatoria mantenida y disminuir, por tanto, la actividad de la eNOS, la
iNOS se puede convertir en la fuente predominante de NO en esas fases tardias de
la derivacién cardiopulmonar y del postoperatorio inmediato®?. Los autores llegaron
a la conclusion de que la actividad aumentada de la iNOS en la cirugia con CEC
puede jugar, en contra de los que se cree, un efecto citoprotector en el contexto de
la reaccion inflamatoria mediada por esa CEC.

En otros trabajos en los que se demuestra que ciertas condiciones quirirgicas
como la hipotermia moderada combinada a la cardioplejia cristaloide fria reduce la
produccion de NO también se observa una amplificacién de la respuesta inflamatoria
en forma de una mayor y mas prolongada elevacién de diversas interleuquinas
como la IL-6 e IL-8%,
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ESTATINAS EN LA REACCION INFLAMATORIA POR CIRCULACION
EXTRACORPOREA

Desde hace afios se ha demostrado que los farmacos antiinflamatorios pueden
disminuir la reaccion inflamatoria sistémica inducida por la CEC. Las drogas
antiinflamatorias mas estudiadas en este sentido son evidentemente los
corticosteroides***%?*3, Estos farmacos reducen la liberacion de TNF-a e IL-1 por
macrofagos activados, reducen la traslocacién del RNA-m del TNF-a, reducen la
expresion de selectinas endoteliales por un mecanismo mediado por un receptor
para su molécula, asi como la expresion de integrinas leucocitarias gracias a la
disminucion de la activacidon por citoquinas. Finalmente, reducen la produccidon de
NO gracias a la interferencia con la endotoxina y con el RNA-m de la iNOS***®, En
un reciente estudio clinico aleatorizado y controlado con placebo Bourbon et al**
aleatorizaron 36 pacientes en tres grupos para recibir placebo, 5 o 10 mg/kg de
metilprednisolona justo al inicio de la CEC y se determinaron las concentraciones de
TNF-a e IL-6 en suero asi como la producciéon de radicales libres por los leucocitos
en sangre periférica. Se observd que los corticoides son capaces de disminuir la
liberacién de citoquinas inflamatorias y la produccion de radicales libres en estos
pacientes gracias a una disminucion eficaz y dosis dependiente de la reaccién
inflamatoria sistémica.

Sin embargo, su utilidad practica se ha visto ensombrecida por el hallazgo de que
su administracion perioperatoria en estos pacientes puede disminuir la relacion
alvéolo-arterial de oxigeno, aumentar el cortocircuito y disminuir la distensibilidad
pulmonar. A consecuencia de todo ello pueden, ademas, prolongar los tiempos de
intubacién en pacientes sometidos a estrategias de recuperacion rapida
postoperatoria o “fast-track”**. Todo ello puede ser debido al conocido efecto de
aumento del nimero de leucocitos que provocan estas drogas, debido a que
inducen un aumento de su salida de la médula dsea y una disminucién de su
aclaramiento del torrente sanguineo. El aumento de las cifras de leucocitos podria
favorecer su secuestro en el pulmén en las fases mas iniciales de la derivacion
cardiopulmonar.

Por otra parte, recientemente también se ha comenzado a atribuir un potente
efecto inhibidor de la inflamacidn y de sus potenciales consecuencias a las estatinas
en estos pacientes. Desde el punto de vista clinico Shao et al demostraron en un
trabajo experimental en ratas que el pretratamiento con simvastatina reducia la
lesion pulmonar inducida por la CEC de una manera dosis dependiente, con una
mejoria de la relacién pO,/FiO, y del indice respiratorio (pO, alveolar- pO, arterial/
pO, arterial®®. Ademds, otros beneficios que se han asociado con el uso
preoperatorio de estatinas son la reduccién de la incidencia de fibrilacion
auricular'®?%®, alteraciones psiquidtricas (sindrome confusional post-derivacion
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cardiopulmonar®’) o infecciones*® postoperatorias, aunque en este Ultimo caso los

datos recientes son altamente contradictorios®®.

Cuando se observa la evolucién de los marcadores inflamatorios clinicos mas
comunes, como la PCR, hay controversia en que la administracion preoperatoria de
estatinas sea capaz de inhibir el exceso de su liberacion después de la CEC. Dereli y
cols.**® han objetivado en un reciente trabajo clinico reduccion de la liberacién de
PCR, asi como de IL-6 en pacientes tratados durante al menos 15 dias con
atorvastatina comparados con pacientes sin hiperlipidemia y sin tratamiento
hipolipemiante, con reducciéon también de la estancia postoperatoria en la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI). Otros investigadores han observado resultados similares
en cuanto a la reduccion de estos mismos marcadores inflamatorios®*!
administrando PRAV 9 dias antes de la cirugia a pacientes sometidos a CEC. Estos
resultados no han sido confirmados en otros estudios®*,

Sin embargo, cuando se observa la evolucién de marcadores mas sensibles de
respuesta inflamatoria se comprueba un efecto claramente beneficioso***?*%, Se
ha observado que las moléculas de adhesidon pueden estar elevadas basalmente en
los pacientes con hipercolesterolemia, especialmente ICAM-1 y la E-selectina®*.
Chello et al observaron que la expresién de CD11b leucocitario y de P-selectina
endotelial®® asi como de VCAM-1 e ICAM-1** en el postoperatorio de pacientes
sometidos a cirugia de revascularizacion coronaria disminuian en aquellos que
estaban tomando simvastatina de manera crénica independientemente del grado de
control de la hipelipidemia que presentaran al ingreso. Para analizar el efecto de las
estatinas en la liberacién de citoquinas, Chello et al**® administraron de manera
randomizada 20 mg/d de atorvastatina o placebo 3 semanas antes de la cirugia
coronaria con CEC a 40 pacientes que no habian tomado medicacion hipolipemiante
durante el afo previo a la cirugia y que tenian un nivel de colesterol total medio
preoperatorio cercano a 240 mg/dl. La liberacion de IL-6 y de IL-8 fue
significativamente mayor a las 4 horas del procedimiento en el grupo al que se
administrd placebo. No se encontraron diferencias en la liberacion de TNF-a, cuyo
pico en ambos grupos se registrd también a las 4 horas. La expresion de CD11b en
NEU de sangre periférica se incrementd significativamente en ambos grupos aunque
de manera mas llamativa en el grupo placebo a las 4 y 24 horas postoperatorias. A
pesar de una mayor hipercolesterolemia en el grupo no tratado, la adhesion de los
NEU al endotelio de vena safena no fue diferente antes de la cirugia. Sin embargo a
las 4 y 24 horas del procedimiento la capacidad de adhesion leucocitaria fue mayor
en el grupo placebo, aunque sélo alcanzo significacion estadistica a las 4 horas. Este
mismo grupo de investigadores ha demostrado en otro reciente trabajo que el
pretratamiento con 40 mg diarios de simvastatina durante 3 semanas antes de la
cirugia normaliza la apoptosis de los NEU después de la CEC**. En un trabajo
previo, también Chello y cols.>*® demostraron que la apoptosis de los NEU quedaba
retrasada por el efecto de la reaccidén inflamatoria inducido por la derivaciéon
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cardiopulmonar. La disminucion de la apoptosis programada de los NEU, células que
no estan mas de 24 horas en la circulacion desde que se empiezan a observar los
primeros rasgos caracteristicos de apoptosis, hace que los NEU se mantengan mas
tiempo en el tejido y provoquen mas dafo tisular durante el proceso inflamatorio. El
tratamiento con la estatina acelera el proceso apoptdtico respecto al grupo no
tratado y, por tanto, disminuye su capacidad funcional y su grado de activacion
observado como una menor expresion de CD11b en su superficie.

Estos hallazgos sin embargo no se han confirmado en otros trabajos. Mathew et
al no encontraron diferencias en los niveles perioperatorios de IL-6, IL-8, IL-1, TNF-
a tras administracion cronica de estatinas, a pesar de que los niveles de LDL fueron
significativamente menores en el grupo tratado®*. En el estudio de Florens et al*® la
administracion aguda de atorvastatina a dosis terapéuticas (40 mg la tarde antes y
40 mg la mafana de la cirugia) a pacientes sin dislipemia y sin tratamiento previo
con estatinas no produjo alteraciones significativas en los niveles de IL-6, IL-8, sP-
selectina, ICAM-1 y lactoferrina ni en la expresion de CD11b en la superficie
leucocitaria ni de NFKB en los miocitos auriculares. Por su parte Liakopoulus et al,
aunque demostraron que el pretratamiento con estatinas es capaz de atenuar la
liberacién de IL-6 después de la CEC y de, ademas, aumentar la produccién de la
molécula anti-inflamatoria IL-10, ni el TNF-a ni la IL-8 se vieron afectadas por el

tratamiento®”’.

Por lo que conocemos, hasta el momento actual no existen estudios que hayan
analizado el efecto de la administracion de una dosis Unica de estatinas
inmediatamente antes de la intervencion en pacientes con tratamiento crénico con
el farmaco y por tanto un adecuado control de la hiperlipidemia y una funcion
endotelial cronicamente protegida. Caorsi et al*** evidenciaron reducciones de la
generacién postoperatoria precoz de IL-6 y tardia de PCR en 43 pacientes
administrando PRAV o placebo 48 horas antes y 7 dias después de la intevencion
con una dosis preoperatoria adicional de 40 mg una hora después de la finalizaciéon
de la CEC, aunque el grupo placebo no recibié estatinas en ningin momento del
proceso. De la misma manera, Mannacio et al objetivaron reducciones en la
liberacién de marcadores de dafio miocardico en pacientes coronarios tratados con
rosuvastatina a dosis bajas, pero también durante una semana previa a la cirugia y

sin tratamiento farmacoldgico para el grupo tratado con placebo®®.

Aunque en un modelo animal, Tsunooka et al**® han demostrado recientemente
que la administracion de estatinas disminuye la produccién de iNOS intestinal vy,
también, la traslocacion bacteriana que ella origina durante periodos de CEC no
pulsatil a bajos flujos, no existen estudios clinicos que hayan determinado
clinicamente el efecto del tratamiento con estatinas en la produccion de NO durante
la CEC.
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FARMACOCINETICA APLICADA DE LAS ESTATINAS

La primera estatina descubierta fue la mevastatina (figura 13), por el Dr. Akira
Endo, en los afos sesenta. Desde entonces y hasta la fecha se han comercializado 8
estatinas diferentes, las primeras de ellas extractos flngicos (lovastatina,
simvastatina y PRAV) y las restantes manufacturadas de manera sintética
(fluvastatina, cerivastatina, atorvastatina, rosuvastatina y pitavastatina, figura 14).
La cerivastatina fue retirada del mercado en el afo 2001 porque su administracién
se asocid a una elevada incidencia de complicaciones musculares. Con diferencia,
las mas estudiadas en el contexto en el que se desarrolla este estudio son
lovastatina, simvastatina y PRAV.

Dr. Akira Endo
Figura 13. Estructura

cristalografica de la HMG-CoA
reductasa unida a la
mevastatina

Actividad inhibitoria periférica de las estatinas

Para valorar el efecto pleiotrépico sistémico de la estatina en sangre su
concentracion como droga activa en plasma debe ser maxima. Clinicamente tanto la
simvastatina como la lovastatina se administran como prodrogas inactivas, mientras
que en el caso de la PRAV se hace como forma B-hidroxiacida activa®®® y ya en
animales se ha demostrado que la actividad inhibitoria periférica de la HMG-CoA-
reductasa es mucho mayor para esta droga que para las dos primeras®®. Aunque la
absorcion de simvastatina en el tubo digestivo es bastante completa (60-80%),
sufre un primer paso hepatico muy importante y sélo se observa un 5% del
metabolito activo en sangre respecto a la concentracién observada después de la

administracion intravenosa de la misma dosis del metabolito activo directamente®.
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Por ello es necesario administrar dosis elevadas del farmaco por via oral para
alcanzar niveles sistémicos elevados del metabolito activo®™?. En el trabajo de
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Figura 14: Estatinas comercializadas. Modificado de
Mukhtar RYA, et al. Curr Opin Lipidol, 2005, 16 (6): 640-7.

Pentikainen et al**, se compararon la farmacocinética de simvastatina, lovastatina y
PRAV en humanos. Tras su administracion, la PRAV alcanzaba concentraciones de
droga activa, es decir, con actividad inhibitoria de la HMG-CoA-reductasa per se, 5
veces superiores a las alcanzadas por simvastatina y lovastatina. Ademas, el area
bajo la curva de estos compuestos fue igualmente 2-3 veces superior que para las
otras dos drogas. El T, para los inhibidores activos y totales (considerando fotales
las moléculas circulantes en formas inactivas, es decir prodrogas, juanto a las
formas activas), ocurrié 1 hora después de la administracion en caso de la PRAV y
entre 2 y 3 horas tras la administracion de simvastatina y lovastatina. Las formas
inactivas circulantes no contribuyen en modo alguno a ninguno de los efectos
farmacodinamicos de estas drogas, aunque la activacion periférica de las formas
inactivas esta todavia pendiente de estudio.

Por todo ello y dado que los 6rganos diana principales del estudio para valorar el
efecto del farmaco son el corazon y el endotelio y, secundariamente, la reaccion
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inflamatoria valorada sistémicamente, parece que la PRAV es el compuesto de
eleccion si queremos obtener el efecto deseado después de una administracion oral.

Farmacodinamica de la pravastatina

La PRAV es un inhibidor hidrofilico de la HMG-CoA-reductasa que se administra
como sal sddica del B-hidroxiacido activo®”. Su efecto hipolipemiante se realiza por
dos mecanismos. Por un lado la inhibicién de la HMG-CoA-reductasa reduce los
depdsitos de colesterol intracelular y ello genera un aumento de los receptores de
LDL en la superficie celular, con el consiguiente aclaramiento de las LDL plasmaticas
y aumento de su catabolismo. Por otro, inhibe la sintesis hepatica de VLDL,
precursor de las LDL. El tratamiento con PRAV ha demostrado una reduccién
significativa de los niveles de colesterol total y LDL, asi como una reduccion de la
morbi-mortalidad cardiovascular en varios estudios randomizados con un gran
ndmero de pacientes?®2>3,

Farmacocinética de la pravastatina y su relacion con los efectos
secundarios

Su biodisponibilidad es baja, aproximadamente de un 18%%*, debido a una
absorcion incompleta en la parte alta del intestino delgado y a un primer paso
hepatico muy importante®®. Sin embargo es significativamente mayor que la
biodisponibilidad de la simvastatina. Tras su administracién oral se absorbe
rapidamente vy, tras el primer paso hepatico en el que aproximadamente la mitad de
la PRAV que llega por la vena porta es extraida por un transportador de acidos
biliares sodio-independiente®®, alcanza niveles plasmaticos maximos en 1-1,5 horas
desde su administracién®*®. Su unién a proteinas plasmaticas es mucho menor que
para el caso de la simvastatina y otras estatinas lipofilicas por lo que su
desplazamiento por farmacos es menor®>>, como en el caso de los anticoagulantes.
Los niveles plasmaticos son altamente variables entre individuos, aunque
individualmente en cada uno de ellos el nivel plasmatico es directamente
proporcional a la dosis administrada. En el estudio de Siekmeier et al*® la
concentracion maxima (Cmax) obtenida mediante cromatografia después de una
dosis de 60 mg fue de entre 37 y 126 microgr/l. El area bajo la curva (AUC) varid
entre 52 ng/ml por hora y 311 ng/ml por hora y la vida media de eliminacion
plasmatica resultd entre 95 y 165 minutos. En el trabajo de Sigurbjornsson et al*®,
tras una dosis de 20 mg la Cmax media fue de 48,9 +/- 7,1 microg/l (n = 20), y la
AUC 0-4,5h media fue de 104,4 ng x h/ml (n = 5). De nuevo, se encontrd una gran
variabilidad interindividual en la Cmax (entre 6,2 y 117,8 microg/l), lo cual obligaria
a administrar el farmaco de forma intravenosa si se quieren conseguir
concentraciones plasmaticas uniformes. Como era de esperar, la Cmax y la AUC 0-
4,5h fueron dosis dependientes, pero no asi el tiempo hasta la concentracion
maxima del farmaco (Tmax) y la semivida de eliminacion (t;/;), que varia entre 0,8 y
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2,3 horas®’. En seis casos la eliminacion de la droga en plasma describié una Unica
curva, pero en otros 4 la curva fue bifasica. No se encontraron diferencias en la
Cmax al comparar edades o sexos.

En cuanto a la administracion intravenosa del farmaco en humanos, se ha
demostrado que la t;;; es menor que para la administracion oral, de 0,8 a 1,8 horas
respectivamente®*. La eliminacién también varia, invirtiendo la recuperacién del
farmaco en orina/heces de un 20/71% después de la administracion oral frente a un
60/34% en caso de la inyeccion intravenosa, lo cual se ha corroborado en otros
estudios®*®, También se ha empleado dosis de 20 mg i.v. del farmaco como dosis
Unica en pacientes en hemodidlisis, sin que se hayan observado efectos

secundarios®®.

La eliminacién de PRAV sigue las rutas hepatica y renal, donde la secrecién
tubular es el mecanismo predominante®, De esta manera, cuando se administra
por via oral, aproximadamente el 20% de la dosis oral radiomarcada se elimina por
orina y el 70% por heces®*. Los metabolitos mas importantes son producidos por
degradacion quimica en el estdmago en un metabolito 3-alfa-hidroxi-isomérico via
reacciones fase II y muy escasamente por metabolismo dependiente de citocromo
p-450 del higado'®**®. La simvastatina, lovastatina, cerivastatina y atorvastatina
son metabolizadas en el higado primariamente por el citocromo P450-3A4
(reacciones fase I). Por el contrario, fluvastatina es metabolizada principalmente por
el citocromo P450-2C9, raramente utilizado por otros farmacos, por lo que junto a la
PRAV es la droga que menos problemas de aumento de biodisponibilidad presenta
por interaccién con otros farmacos®®’.

Dadas estas caracteristicas metabdlicas, las estatinas son frecuentemente
susceptibles de interacciones cuando se administran con farmacos que utilizan sus
misma vias metabdlicas, como ciclosporina A, tacrolimus, mibefradil, o nefazodona,
digoxina, warfarina, niacina o eritromicina'®*. Por ello, se ha descrito que la PRAV
aumenta sus niveles plasmaticos cuando se administra concomitantemente con
ciclosporina con aumentos en la biodisponibilidad de entre 5 y 23 veces*®. Sobre
todo debido a este mencionado aumento de biodisponibilidad puede producir dafio
muscular que se refleja como miositis, mialgias y rabdomidlisis, asi como de
hepatotoxicidad, dos de los efectos secundarios mas temibles de estos farmacos. De
todos modos, la PRAV no se acumula con el tiempo, lo que hace muy rara la
incidencia de miositis cuando se administran ambos tratamientos®®*. Ademas, dado
su caracter hidrofilico, las concentraciones que alcanza en el musculo esquelético
son menores que para el caso de la estatinas lipofilicas como la simvastatina o la
lovastatina®®. De hecho existen estudios especificamente disefiados para su
administracion en pacientes transplantados en tratamiento con ciclosporina sin que
se hayan evidenciado elevaciones de las transaminasas ni signos de miositis®®%. En
un estudio en el que se comparaba la seguridad de simvastatina y PRAV en este
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tipo de pacientes®®, sdlo se demostrd aparicidn de miositis con el primero y no con
PRAV, con una diferencia estadisticamente significativa (p = 0,032).

A pesar de ello, se ha observado un aumento de la incidencia de miositis o
miopatia en pacientes tratados con PRAV concomitantemente con ciclosporina,
eritromicina, derivados del acido fibrico y acido nicotinico. La asociacion
gemfibrozilo-PRAV se ha mostrado segura en 83 pacientes seguidos durante una
media de 4 anos, con un caso de miopatia y tres elevaciones transitorias de la CPK

que se resolvieron espontaneamente®®*,

Los mecanismos por los cuales las estatinas producen alteraciones musculares

(rabdomiolisis y miositis) no estan del todo claros, y podrian ser's*:

o La deplecidon de colesterol intracelular puede afectar a las propiedades
eléctricas de las membranas celulares y comprometer su integridad. Ello
puede conllevar un aumento del influjo de calcio a su interior y a una
interferencia con la contractilidad de las miofibrillas.

o La inhibicion del acido mevaldnico y sus metabolitos podrian resultar en la
deplecion de productos que son necesarios para la sintesis proteica, la
transduccion intracelular de sefiales y el metabolismo. Ello podria generar
finalmente una disminucion de las reacciones de transferencia de energia
mitocondrial.

Por su parte, la hepatotoxicidad parece estar mediada directamente por la propia
inhibicion de la HMG-CoA reductasa, ya que se puede limitar mediante la

administracion de acido mevaldnico®®2.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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La hipétesis del estudio es que la administracidon oral en humanos del inhibidor
de la hidroxi-metil-glutaril CoA reductasa, la estatina hidrofilica pravastatina a
dosis elevadas en rango terapéutico en monodosis antes de una intervencion de
revascularizacion coronaria con CEC es capaz de reducir el dafio miocardico
inducido por la ISQ/REP y la respuesta inflamatoria sistémica producidas por la
derivacion cardiopulmonar y el pinzamiento aodrtico reflejados por diferentes
marcadores clinicos y analiticos en pacientes con hiperlipidemia tratada de manera
crénica con estatinas.

Los objetivos principales de este estudio son:

o Analizar la eficacia de la PRAV en la reduccion del dano miocardico
perioperatorio inducida por la ISQ/REP del corazon.

o Analizar la eficacia de la PRAV en la reduccién de la intensidad de la
respuesta inflamatoria sistémica desencadenada por la CEC.

Como objetivos secundarios, debido a la importante limitacion metodoldgica
que genera el pequefio tamafio muestral estudiado, se pretende analizar la
seguridad de la administracién preoperatoria de PRAV, expresada como:

o Ausencia de efectos secundarios atribuibles a la administracion del
farmaco.
o Ausencia de mayor morbi-mortalidad en términos de:
« Mortalidad hospitalaria (a 30 dias).
» IAM perioperatorio.
» Arritmias postoperatorias.
« Necesidad de inotrdpicos y balén de contrapulsacion.
« Tiempos de estancia postoperatoria en UCI y hospitalizacion.
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3. UTILIDAD PRACTICA DE LOS
RESULTADOS
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La confirmacién positiva de la hipdtesis del trabajo y de los objetivos del estudio
supondria:

1)

2)

3)

Una mejoria en la calidad de la asistencia a los pacientes sometidos a cirugia
cardiaca bajo CEC con pinzamiento adrtico con una reduccién en la
mortalidad y morbilidad. Los pacientes con un beneficio potencialmente
mayor serian aquellos de mas riesgo, es decir, aquellos con depresion de la
funcion ventricular y/o con isquemia o IAM en evolucién o aquellos en los
que cabria esperar una respuesta inflamatoria sistémica intensa como
consecuencia de tiempos de derivacion cardiopulmonar prolongados o
procesos proinflamatorios concomitantes (endocarditis, cirugia de las
complicaciones de IAM, isquemia/ IAM en evolucion, etc.).

Un importante fundamento cientifico para el inicio de ensayos clinicos que
incluyesen a la PRAV como componente de las soluciones cardiopléjicas, en
especial en el contexto del trasplante cardiaco. Con ello se conseguiria:

« Aumentar el tiempo de isquemia “seguro” del corazén donante, que
actualmente se considera de unas 4 horas y que limita notablemente las
posibilidades de trasplantar a pacientes que estén a distancias largas de
su potencial érgano donante.

« Disminuir la incidencia de fracaso primario del injerto, primera causa de
muerte precoz en este tipo de pacientes.

Una nueva evidencia de la accidn beneficiosa de las estatinas sobre el
endotelio vascular y sobre el proceso inflamatorio independiente de su
accion hipolipemiante, que apoyaria la ampliacion del uso de estos farmacos
en pacientes con enfermedad aterosclerédtica pero sin hiperlipidemia.
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4. MATERIAL Y METODOS
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RACIONALIZACION DEL DISENO DEL ESTUDIO Y CRITERIOS DE
INCLUSION

El estudio se ha llevado a cabo de modo prospectivo, aleatorizado,
controlado por placebo y doble ciego. Se han incluido 20 pacientes con
hiperlipidemia en tratamiento con estatinas lipidicas de manera crénica intervenidos
bajo CEC con pinzamiento adrtico por el Servicio de Cirugia Cardiaca del Hospital
Universitario de Salamanca. El tratamiento previo con estos farmacos aseguraban
un control adecuado de la funcidon endotelial de manera crénica. Por otro lado, dada
la profusion del tratamiento con estatinas en este tipo de pacientes, este disefio
garantiza la reproducibilidad de los resultados en la poblacion mas habitual
intervenida por esta patologia, tratados de manera practicamente constante con
estatinas.

Todos los pacientes han sido intervenidos por el mismo equipo quirtrgico
siguiendo los protocolos asistenciales del Servicio.

La dosis, obligatoriamente, debia ser una dosis utilizada y contrastada en la
clinica. Las dosis orales eficaces experimentales han sido muy variables, pero han
llegado a ser de hasta 15 mg/kg*. La dosis méaxima terapéutica mas habitual es de
40 mg al dia (aproximadamente 0,5 mg/kg para un adulto de 70-80 kg de peso).
Sin embargo, se han empleado dosis de 20 mg iv en pacientes en hemodialisis sin
efectos secundarios®®, la cual equivale, considerando su biodisponibilidad después
de administracion oral (18%>*), a una dosis de 110 mg. Dado que los efectos sobre
la produccién de NO son dosis-dependiente se considerd estudiar el efecto de las
dosis mas elevadas usadas en la clinica de este tipo de farmacos, es decir, 80 mg.
Para evitar potenciacion de los efectos secundarios por niveles séricos
excesivamente elevados en el momento de la cirugia y disminuir el sesgo de
mezclar diferentes estatinas (hidrofilicas y lipofilicas) en sangre en el momento del
insulto isquémico e inflamatorio se suspendid la dosis de estatina que el paciente
tomaba el dia antes de la cirugia.

En cuanto al momento de administracion, Lefer y cols.?®® administraron la
dosis de estatina 18 horas antes del episodio isquémico. Bell et al han demostrado,
sin embargo, que la administracion de atorvastatina en el mismo momento de la
reperfusion también consigue el efecto protector sobre el miocardio®. Dado que
alcanza niveles plasmaticos maximos en 1-1,5 horas desde su administracién oral®*
se ha administrado a los pacientes 2 horas antes de la induccidn anestésica para
asegurar una completa absorcidn y una concentracion en plasma Optima en el
momento del inicio de la isquemia.

El grupo de candidatos debia ser lo mas homogéneo posible en cuanto a su
patologia y a su posible respuesta al dafio por reperfusion, por lo que era
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aconsejable incluir un solo tipo de procedimiento. Los pacientes a los que se va a
incidir el miocardio (patologia valvular mitral o tricispide, comunicaciones
interauriculares, etc.) presentan elevaciones fisioldgicas de los marcadores de dafo
miocardico por la lesidbn muscular que producen esas incisiones, por lo que se
reduciria el valor de dichas determinaciones. Por su parte, los pacientes con
patologia valvular adrtica van a tener una fisiopatologia diferente segin sea la
enfermedad de base (predominio de hipertrofia miocardica en caso de la estenosis y
de dilatacion ventricular en caso de insuficiencia), por lo que la respuesta a la
ISQ/REP miocardica puede ser variable. Ademas, la manipulacién y lesion de
grandes superficies de endotelio con la apertura de cavidades cardiacas o de
grandes vasos artefactaria todas las determinaciones analiticas relacionadas con la
activacion de las células endoteliales y su relacion con los leucocitos. Por tanto, el
subgrupo de pacientes intervenidos de revascularizacién coronaria aislada se ha
considerado el mas adecuado. La lesidn miocardica mecanica iatrogénica es minima
y la fisiopatologia de los pacientes es homogénea.

Los pacientes se distribuyeron, de forma prospectiva, randomizada y doble ciego,
en dos grupos:

» Grupo Estudio (grupo E, n = 10): pacientes a los que se administro el
farmaco, 80 mg de PRAV, 2 horas antes del procedimiento.

« Grupo placebo (grupo P, n = 10): pacientes a los que se administrd
placebo igualmente 2 horas antes del procedimiento.

Adicionalmente se realizaron determinaciones analiticas basales a 4 voluntarios
sanos sin factores de riesgo cardiovascular como referencia para poder contrastar
respecto a ellos el estado proinflamatorio de los pacientes incluidos en la
intervencién y poder tomar como referencia su valor de porcentaje de densidad de
banda (% dbanda) obtenido en los estudios de iNOS, moléculas de adhesion celular
(sCD18, sP-selectina, sSICAM-1 y sL-selectina) y factor transcripcional NFkB (IkB) tal
y como se detallard mas adelante en la descripcion de los Métodos.

El estudio ha sido autorizado por la Comisién de Etica del Hospital Universitario
de Salamanca. Todos los pacientes candidatos fueron informados del contenido y
objetivos del estudio, asi como de los riesgos a los que serian sometidos y los
posibles beneficios que se intentaban obtener. Tras ello dieron su consentimiento
informado por escrito en plena capacidad de sus facultades, sin presion externa
alguna para su inclusiéon en el mismo y con la absoluta confianza y libertad para
poder abandonar el estudio en el momento en que ellos lo desearan sin que ello
supusiera la mas minima merma en la calidad asistencial recibida.

Cada paciente candidato fue informado en nuestra Consulta Externa en el
momento de su inclusién en lista de espera para cirugia o en la Planta de
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Hospitalizacion en el momento de su ingreso para la cirugia. Su inclusién en el
estudio se efectud sdlo después de su ratificacion por escrito del consentimiento
informado.

El dia antes de la cirugia el paciente fue aleatorizado a uno de los grupos por una
persona ajena a la recogida y andlisis de datos, quien entregd la medicacién
correspondiente (PRAV o placebo) a la enfermera responsable del paciente para su
administracion en el momento indicado. La medicacion iba debidamente envasada
para la imposibilidad de su diferenciacion por el paciente y el resto del equipo
quirdrgico y, con el mismo objetivo, el comprimido que contenia placebo era
totalmente indistinguible del farmaco activo.

CRITERIOS DE EXCLUSION
Los criterios de exclusién han sido:
1) Previos a la randomizacion:

« Pacientes bajo tratamiento crénico con PRAV para evitar interferencia o
potenciacion de los efectos del farmaco/placebo por niveles séricos de
farmaco residuales.

« Pacientes con inestabilidad hemodinamica en el momento del
procedimiento (shock o EAP de origen cardiaco), tratamiento inotropico
y/o BIACP.

» Procedimientos emergentes o urgentes que no permitieran Ila
administracion del farmaco el nimero de horas previas protocolizadas o
la realizacién de las determinaciones analiticas necesarias.

» Pacientes con angina de reposo menos de 48 horas antes del
procedimiento.

« Insuficiencia renal y/o hepatica preoperatoria.

» Hipersensibilidad a la PRAV o a cualquier componente del preparado.

« Pacientes bajo tratamientos farmacoldgicos que pudieran potenciar los
posibles efectos secundarios de la PRAV: ciclosporina, eritromicina o
claritromicina, derivados del acido nicotinico o fibratos.

« Antecedentes de ingesta de mas de 80 gramos de etanol al dia.

» Pacientes embarazadas.

« Denegacion del consentimiento informado.

2) Posteriores a la randomizacion:
« Imposibilidad de canulacién del seno coronario durante el procedimiento

que hiciera imposible la recogida de muestras.
« Signos de isquemia miocardica aguda previa al pinzamiento adrtico.
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« Muerte durante el procedimiento previa a la reperfusion y/o a la toma de
las muestras de seno coronario/sangre periférica post-reperfusion.

VARIABLES

Para cada paciente se recogieron una serie de variables de manera prospectiva y
sistematica.

Variables clinicas
Las variables clinicas recogidas fueron:

» Mortalidad quirdrgica, definida como éxitus de cualquier causa en los 30
dias siguientes a la intervencion o durante el ingreso hospitalario aunque
se produjera mas alla de esos 30 dias.

« IAM perioperatorio, definido como la elevacién de CPK-MB por encima de
un 10% de la CPK total junto a aparicién de ondas Q nuevas en el ECG
y/o alteraciones segmentarias de la contractilidad por ecocardiografia.

» Arritmias cardiacas perioperatorias, bien ventriculares (taquicardia
ventricular o fibrilacidon ventricular) o auriculares (taquicardias
supraventriculares, flutter auricular o fibrilacidn auricular).

» Necesidad de inotropicos (necesidad de dobutamina o dopamina a dosis
beta-adrenérgicas durantes mas de dos horas o de adrenalina) y/o balén
de contrapulsacién perioperatorios.

« Tiempos de intubacion endotraqueal, estancia en UCI y hospitalaria
postoperatoria global.

Variables analiticas

Ademas se realizaron una serie de determinaciones analiticas especificas
encaminadas a cuantificar el dafo por ISQ/REP miocardicas, la respuesta
inflamatoria sistémica y los posibles efectos secundarios del farmaco.

Las concentraciones séricas esperables de la droga tras administracion de dosis
clinicas de farmaco iban a ser significativamente menores que las alcanzadas por via
endovenosa en los estudios experimentales. Por otro lado los efectos sobre el
miocardio han demostrado ser dosis-dependiente. Por todo ello las pruebas a
realizar para demostrar un efecto beneficioso debian ser altamente especificas y
sensibles para la deteccién de las diferencias en el dafo por ISQ/REP y en la
respuesta inflamatoria.

Durante la cirugia coronaria en nuestro Centro se canaliza sistematicamente el
seno coronario para administracion de cardioplejia por via retrégrada. Las
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extracciones de muestras sanguineas del mismo son capaces de proporcionar una
estimacion directa del metabolismo y las alteraciones endoteliales cardiacas
producidas durante la ISQ/REP cardiaca, asi como de los cambios leucocitarios al
paso por la microvasculatura tisular del miocardio.

Las determinaciones analiticas sanguineas que se realizaron fueron:

1. Muestra preoperatoria: se extrajo aproximadamente 24 horas antes de la
cirugia (sangre venosa periférica) para la determinacién de:

Hemograma completo®, con determinacion de hemoglobina,
hematocrito, recuento de gldbulos rojos, hemoglobina corpuscular media
y su concentracion, recuento de leucocitos y plaquetas y férmula
leucocitaria.

Biogquimica sanguinea(z): glucosa, creatinina, urea, sodio, potasio,
bilirrubina (BR) total, BR directa, AST, ALT, GGT, LDH, amilasa, proteinas
totales, albumina, CPK, CPK-MB, Tn-I, colesterol, triglicéridos, LDL
colesterol, HDL colesterol, ratio LDL/HDL y PCR.

Coagulacién®: APTT, actividad de protrombina, INR, fibrindgeno.

2. Muestras intraoperatorias de sangre del seno coronario antes de la entrada en
CEC y a los 30 minutos del despinzamiento adrtico para la determinacién de:

@Acido lctico (también realizada a los 2 minutos del despinzamiento y
simultaneamente en sangre arterial periférica antes del procedimiento y
a los 2 y 30 minutos del despinzamiento aodrtico).

(Radicales libres: O,

UCitoquinas (TNF-a, INF-y, IL-10).

(IMoléculas de adhesidn celular solubles (SICAM-1, sP-selectina, sL-
selectina y sCD18), iNOS, NO y factor transcripcional (NFkB).

3. Muestras postoperatorias de sangre venosa para la determinacion de:

@)CPK, CPK-MB y Tn-I al ingreso, cada 8 horas durante las primeras 48
horas, a los 5 dias postoperatorios y a los 30 dias.

@pCR, BR total, directa, AST y ALT al ingreso y cada 8 horas durante 48
horas, a las 72 horas, a los 5 dias y a los 30 dias postoperatorios.
(URadicales libres: O, a las 24 horas y al 5° dia.

(Citoquinas (TNF-a, INF-y, IL-10) a las 24 horas y al 5° dia.

Moléculas de adhesion celular solubles (SICAM-1, sP-selectina, sL-
selectina y sCD18), iNOS y NO a las 24 horas y al 5° dia, y factor
transcripcional (NFkB) a las 24 horas
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MANEJO DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS Y METODOS EXPERIMENTALES

Las muestras de sangre se manejaron de diferente modo segun el tipo de
muestra de que se tratara.

Anion superoxido, citoquinas, moléculas de adhesion celular soluble,
oxido nitrico sintasa inducible, éxido nitrico y factor transcripcional®

Este subgrupo de muestras tipo™™ se procesaron en los Laboratorios de Cirugia
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Salamanca. Los sistemas y
dispositivos empleados para ello fueron:

» Balanza de precision: Precisa 2052.

« Balanza Sartorius T2101.

« Balanza Sartorius T6101.

« Bafo de agua: Lauda Ecoline Re 120.

 Sistema de purificacién de agua Millipore Elix 3.

» Agitador orbital: Cole Parmer Rocker Platform.

« Agitador magnético: Raypa AG-2.

» Agitador calefactado: Eppendorf Mixmate.

» pHmetro: Oaktlon ph 510 series.

« Congelador -80C: Forma Scientific -86 freezer.

« Centrifuga refrigerada Eppendorf 5417R.

» Centrifuga Eppendorf miniSpin.

» Homogeneizador: Glas Col GKH.

» Sonicador Sonics Vibra Cell Tm.

» Esterilizador: Amprolene AN74i.

« Autoclave: Raypa Steam Sterilizer.

« Sellador de bolsas de autoclave: Selecta Sealcom 600.

« Campana de flujo laminar TELSTAR CV-30/70.

» Sistema de anestesia por gases Matrx.

» Estufa Heraeus E42.

« Bano de ultrasonidos Branson 2510.

« Contenedor de nitrégeno liquido con sistema de administracion THERMO.

« Equipo automatizado de pipeteo Eppendorf opMotion 5057.

» Espectrofotdmetro Unicam HeAios a.

» Lector de placas Thermo Electro Corporation Multiskan ascent.

» Equipo de Western Blot: BIO-RAD Miniprotean.

« Equipo de revelado / y andlisis de imagen ImageQuant RT ECL de
GeneralElectrics.

« Analizador automatico Hitachi 747-200 (Boehringer Mannheim, Indianapolis,
IN).
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RADICALES LIBRES DEL OXIGENO

Las muestras fueron procesadas mediante su introducciéon en tampdn de
homogeneizado (fosfato potasico monobasico 0,05M y &cido etileno diamino
tetracético (EDTA) 1mM, solucion a la que se afadio colato sddico al 0,25% (1+19);
pH 7,8) a una temperatura entre 0 y 4° C para minimizar los procesos oxidativos.
Posteriormente fueron pesadas y homogeneizadas con el tampdn anteriormente
descrito, segun la proporcion (1/10, Peso/Volumen). El homogeneizado se
centrifugd a 100,000 g durante 60 minutos, a una temperatura de 4°C. La fraccion
soluble que se obtuvo se dividid en alicuotas y se congeld a -80° C hasta el
momento de su estudio.

La técnica de determinacion del ritmo de produccion del O,” es modificacion de la
descrita por Boveris y Forman para mitocondrias y se basa en la reduccién del
citocromo C por el radical superoxido. Esta reduccion del citocromo C no es,
naturalmente, especifica para este radical. Esta especificidad es conferida por el uso
de SOD, para lo cual el radical superodxido es el Unico sustrato conocido. De acuerdo
con esto, el ensayo se realiza con y sin SOD, y Unicamente la reduccién del
citocromo C inhibida por SOD se usa para calcular la produccién de O,. Esta
reduccion del citocromo C se sigue espectrofotométricamente a 550 nm de A. Para
ello se precisaron los siguientes reactivos:

« Tampon fosfato-potasico 0,1 M+0,1 mM EDTA ; pH 7,8.
» Citocromo C 75 pM.
« SOD (aproximadamente 240 U).

La lectura espectrofotométrica se realizd a 550 nm de A; pH 7,8 y temperatura
de 259 C durante 1 minuto con intervalos de 6 segs. en cubetas de 1 ml, con un
paso de luz de 1 cm. Nuestros resultados se expresaron en nmol de O,/ mg prot. /
minutos. El incremento de unidades de absorbancia en la mezcla de la reaccion se
convierte en nmol de O, con el coeficiente de extincién molar: AEss, / 21,0 x 10° M"
cm™. Esta conversién depende del supuesto de que el citocromo C en la cubeta de
referencia esta totalmente oxidado y, por tanto, de que el incremento de
absorbancia observada representa Unicamente la absorbancia del producto reducido
(A absorbancia: reducido - oxidado). Tras el establecimiento de las condiciones
optimas, en la cubeta de referencia se afnadieron 100 pl de citocromo C (75 uM), 20
ul de SOD (aproximadamente 264 U) y 25 pl de muestra. La diferencia de volumen
hasta 1.000 pl se completd con tampdn fosfato potasico + EDTA. En la cubeta de
referencia se sustituyd el volumen de tejido por uno equivalente de tampodn. Se
registro la lectura a 550 nm de A en 2 fases:

12 fase: Reduccién del citocromo C inespecifica: sin SOD.
22 fase: Reduccion del citocromo C independiente del superdxido: con SOD.
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La pendiente maxima se registrd en el primer minuto. La temperatura fue de
250 CypHde7,8.

CITOQUINAS: TNF-a, INF-y E IL-10

Para la determinacién del TNF-a, INF-y e IL-10 utilizamos los kits comerciales
DuoSet ELISA Development System human TNF-a/TNFSF1A, R&D SYSTEMS,
DuoSet ELISA Development System human IFN-y, R&D SYSTEMS y DuoSet ELISA
Development System human IL-10, R&D SYSTEMS respectivamente, basados en la
técnica de ELISA especifico para seres humanos. Utilizamos muestras sanguineas no
hemolizadas. Inmediatamente después de su extraccion, fueron centrifugadas
extraido el suero, dividido en alicuotas y congeladas a -80°C.

Estos kits (tipo ELISA) emplean multiples anticuerpos con el principio de
“sandwicH’. En primer lugar se utilizd un plato con 96 pocillos con un anticuerpo
monoclonal anti-TNF-a, anti-INF-y o anti-IL-10 segun el caso, adherido en cada uno
de ellos para capturar el TNF-a, INF-y o IL-10 presentes en las muestras y
estandares que se afadieron por duplicado en cada uno de los pocillos junto con los
blancos correspondientes. Después de lavar el plato para eliminar el material no
adherido se afiadié una peroxidasa conjugada policlonal anti-TNF-a, anti-INF-y o
anti-IL-10 seguln la determinacion. A continuacion el plato fue lavado de nuevo para
eliminar el material no adherido y se agregd la solucion sustrato que inicid la
catalizacién de la peroxidasa. EI cambio de color se detuvo por acidificacion.

La absorbancia fue medida a 450 nm A siendo los resultados obtenidos
proporcionales a las cantidades de TNF-a, INF-y o IL-10 de las muestras, las cuales
fueron calculadas por interpolacion con la curva estandar. Los resultados se
expresaron en pg/ml para todos ellos.

MOLECULAS SOLUBLES DE ADHESION CELULAR (SELECTINAS, ICAM-1 Y CD18),
iNOS Y NFkB

La extraccion de proteinas de grupos celulares se efectud a 4°C, utilizando el
siguiente tampdn de lisis (1 mL por 100 mg de tejido): HEPES 25 mM, pH 7,5; NaCl
150 mM; EDTA 1 mM; IGEPAL CA-630 1%; Glicerol 10%; MgCl, 10 mM;
desoxicolato sodico 0,25%. A él se anadieron inhibidores de proteasas: aprotinina
10 pg/ml, leupeptina 10 pg/ml y fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF) 10 mM e
inhibidores de fosfatasas: ortovanadato sédico Na,VO, mM vy fluoruro sddico 25mM.

Se procedid a la homogenizacion de las muestras, se mantuvieron entre 30-60

minutos en hielo y a continuacion, el lisado tisular, se centrifugd durante 25 minutos
a 12000g y a 4°C. Después de la centrifugacion se recogid el sobrenadante y se
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congeld a — 80°C hasta el momento de su utilizacion. Una alicuota se utilizdé para la
determinacién de la concentracion de proteinas.

Para la cuantificacion de las proteinas tisulares, las muestras fueron diluidas
(1:20) en tampdn de lisis y se utilizd un kit de Bio-Rad, basado en el método de
Lowry. La reaccién se llevd a cabo en placas de 96 pocillos (Microtest ™ 96, Becton
Dickinson Labware, NJ, EEUU) utilizando 5 pL tanto para las muestras como para la
recta patron. Cada una de las medidas se realizd por triplicado. Se elaboro
previamente una curva de calibrado a partir de soluciones patron de concentracién
conocida de BSA. A continuacidn se afiadieron 25 uL del reactivo A (suplementado
con 20 pL del reactivo S por cada mL reactivo A, ya que las muestras contenian
detergente IGEPAL CA-630), posteriormente se afiadieron 200 pL del reactivo B. La
mezcla se incubd al menos 15 minutos y se midié la absorbancia a 750 nm.

La separacidn de las proteinas mediante electroforesis se basd en el método de
Laemmli.

Las proteinas se cargaron en un gel de 1,5 mm de espesor de Tris-glicina-
poliacrilamida que contenia un gel de carga al 17% de acrilamida mix (acrilamida
29,2%, bis-acrilamida 0,8%) y un gel de separacion de acrilamida mix de un grosor
variable, segun el tamano de la proteina y el volumen de muestra a cargar, también
se cargd un marcador de pesos moleculares (Low / Broad range, Bio-Rad
Laboratories, CA, EEUU o BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen
Corporation, CA, EEUU).

La cantidad de extracto tisular usado fue de 200 ug/pocillo, cada muestra se
mezcld con un volumen igual de tampdn de carga (1% 2-mercaptoetanol, 2%
dodecil sulfato sodico (SDS), 10% glicerol, 125 mM Tris pH 6,8, azul de bromofenol
0,0005% p/v), desnaturalizandose las proteinas a 100°C durante 5 minutos y
posteriormente depositando en los pocillos sin muestra una pequefa cantidad de
tampon de carga, y rellenando el espacio restante de todos los pocillos con tampén
de electroforesis (glicina 192 mM, SDS 0,1%, Tris base 25 mM, pH 8,3). La
electroforesis se efectud en tampodn de electroforesis aplicando un voltaje constante
de 100 V.

Las proteinas separadas e incluidas en el gel de acrilamida se transfirieron a una
membrana. La transferencia se realizd en una cubeta con solucion de transferencia
(glicina 190 mM, Tris 20mM pH 8,3) manteniendo un amperaje constante de 400
mA, habiendo embebido previamente el material (papeles secantes y esponjas) y
equilibrado el gel y la membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL Amersham
Biosciences) en el tampdn de transferencia durante 15 minutos.

Una vez finalizada la transferencia, la membrana se lavd con tampon de lavado
TTBS (TWEEN-20 0,1% v/v; NaCl 150 mM; 20 mM Tris pH 7,5) e inmediatamente
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se incubé con 10 mL de tampdn de bloqueo en agitacion constante, para evitar
uniones inespecificas durante la inmunodeteccién. La incubacion con el anticuerpo
primario, a la dilucion y temperatura adecuada en el tampdn correspondiente en
agitacion constante, se realizd durante tiempos diferentes dependiendo de cada
proteina. Tras la incubacion con el anticuerpo primario se hicieron 4 lavados de 5
minutos con tampdn de lavado, y posteriormente se incubd la membrana con el
correspondiente anticuerpo secundario a la dilucién adecuada durante tiempos
variables para cada proteina. Al terminar se hicieron otros 4 lavados de 5 minutos
con tampdn de lavado.

La deteccién de las bandas especificas de las distintas proteinas se realizd
mediante un ensayo de quimioluminiscencia, para lo cual se utilizd una mezcla de
unas soluciones de revelado comercial (Amersham Biosciences, Reino Unido) en una
proporcién 1:1. Se mantuvo en agitacion constante durante 1 minuto a temperatura
ambiente y a continuacién se desechd la solucidon de revelado. Seguidamente se
colocd la membrana en una camara para capturar la imagen (ImageQuant RT ECL
imager, GE Healthcare).

Una vez capturada la imagen fue cuantificada la densidad dptica de las bandas
obtenidas con el programa ImageQuant TL software. Después de cada
determinacion, se realizd un “strjpping’ con una solucion comercial (Re-Blot Plus
Strong Antibody Stripping Solution, Chemicon International, CA, EEUU), para
posteriormente cuantificar la a-tubulina, que se utiliz6 como control de carga.

Realizamos estudios de iNOS, de diferentes moléculas de adhesidon celular
(sCD18, sP-selectina, SICAM-1 y slL-selectina) y para el factor transcripcional NFkB
(IkB). Por defecto, al resultado obtenido en el grupo simulado (pacientes sanos) se
les asignd el 100% y al resto de los grupos se asignaron valores porcentuales en
relacion con este. Los resultados se expresaron en % de densidad de banda.

OXIDO NITRICO

Para la determinacion de NO se utilizdé un método indirecto, cuantitativo y
colorimétrico basado en la reaccidon de Griess. Utilizando las muestras de suero, se
separaron 500 ul de sobrenadante de cada pocillo y se mezclaron con 250 ul de
reactivo de Griess (sulfametacina 1% vy dihidrocloruro de naftil-etilen-diamida 0,1%
en acido ortofosférico al 2,5%). Después de 15 minutos de incubacién a
temperatura ambiente, se midié la absorbancia en un espectrofotometro a 560 nm.
La concentracion de nitritos se calculd interpolando en una recta patron de
concentraciones crecientes de nitrito sddico. Los resultados se expresaron en
micromoles.

85



Muestras para determinaciones analiticas convencionales

Las determinaciones analiticas convencionales tipo® fueron procesadas de
manera convencional por el Laboratorio del Servicio de Analisis Clinicos de nuestro
Hospital. Incluyeron hemograma (hemoglobina, hematocrito, recuento de glébulos
rojos, hemoglobina corpuscular media y su concentracion, recuento de leucocitos y
plaguetas y formula leucocitaria), bioquimica sanguinea (glucosa, creatinina, urea,
sodio, potasio, bilirrubina (BR) total, BR directa, AST, ALT, GGT, LDH, amilasa,
proteinas totales, albumina, CPK, CPK/MB, Tn-I, colesterol, triglicéridos, LDL
colesterol, HDL colesterol, ratio LDL/HDL y PCR), coagulacién (APTT, actividad de
protrombina, INR, fibrindgeno) y acido lactico.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Tras la preparacion del campo quirdrgico de manera convencional y tras
antisepsia de la piel con povidona iodada al 10% se procedid a la esternotomia
media, diseccion de la grasa timica y apertura en T invertida del pericardio parietal
anterior. Tras el estudio de la anatomia coronaria y la planificacidon de la estrategia
quirdrgica se procediod a la diseccion de los injertos coronarios.

Se diseco sistematicamente la arteria mamaria interna izquierda de manera
pediculada /n situ para revascularizar la arteria descendente anterior y, en
ocasiones, ramas diagonales. Se disecd la arteria mamaria interna derecha de
manera esqueletizada, normalmente libre, la arteria radial y/o la vena safena
interna para revascularizar el resto de los territorios. Como estrategia general se
utilizd la vena safena interna para revascularizar estos territorios en pacientes
mayores de 70 afios. En pacientes con edad igual o inferior a los 70 afios se empled
la arteria mamaria interna derecha libre o la arteria radial libre del brazo no
dominante para revascularizar el territorio diagonal y/o circunflejo y la arteria radial
o la vena safena interna para revascularizar el territorio dependiente de la arteria
coronaria derecha. Se contraindicod la utilizacion de la arteria radial en arterias
coronarias diana con lechos distales de calibre menor de 1,5mm o con estenosis
menores del 70% del didmetro de la luz del vaso independientemente del territorio.
Se contraindicd el uso de arteria mamaria interna bilateral en los pacientes
diabéticos.

Después de la diseccidon de los injertos se procedié a la heparinizacion sistémica
del paciente con una dosis inicial de 3 mg/kg de peso y para conseguir un tiempo
de coagulacién activado (ACT) superior a 450 segundos. Se procedié a administrar
dosis adicionales de heparina sddica en los casos con ACT inferiores.

Todos los pacientes fueron intervenidos con CEC mediante bomba centrifuga
(Stockert SIII, Alemania) con hipotermia moderada (30-32°C) mediante canulacién
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arterial en aorta ascendente (Stockert, Alemania) y venosa en la orejuela derecha
mediante canula Unica atriocava (Medtronic, EEUU). Se implantd un catéter en la
cara anterior de la aorta ascendente media para administracion de cardioplejia
anterégrada (Jostra, Alemania) y posteriormente para aspiracion de la raiz adrtica y
deaireacién cardiaca, y otro en el seno coronario para administracion de cardioplejia
retrdgrada y toma de muestras sanguineas directamente del seno coronario (RMI,
EEUU). Tras la toma de la primera muestra sanguinea del seno coronario (muestra
pre-CEC) se procedi6 a comenzar la CEC con flujos iniciales de 2,4 |/minuto/m?, una
presion arterial media objetivo por encima de 70 mmHg e hipotermia moderada con
temperaturas de hasta 32°C.

Después del pinzamiento de la aorta ascendente entre la canula de cardioplejia
anterégrada y la canula arterial se procedié a inducir la parada diastdlica del
corazdn mediante cardioplejia hematica 4:1 fria a 10°C (Cobe Cardiovascular,
EEUU). Se inicidé su administracion por via anterdgrada y, después de conseguir la
asistolia cardiaca, por via retrograda con presiones de seno coronario entre 20 y
40mmHg (entre 1000 y 1200cc en total segun el peso del paciente y la rapidez del
inicio de la asistolia). Se monitoriz6 sistematicamente la temperatura miocardica en
el septo interventricular anterior para un mejor control de la correcta administracion
de cardioplejia al tejido miocardico. Se consideré adecuada la induccién
cardiopléjica cuando la temperatura del septo interventricular anterior alcanzo los
16°C o menos. En caso contrario se procedi®é a la administraciéon de dosis
adicionales de cardioplejia 0 a la revisidon de la correcta implantacion del catéter
alojado en el seno coronario. Se administraron dosis adicionales de cardioplejia
retrdgrada hematica 4:1 fria cada 15 é 20 minutos segun la evolucion del proceso
quirurgico.

Se realizaron posteriormente las anastomosis distales (entre los injertos y las
arterias coronarias) mediante sutura continua de polipropileno 7/0 (vena safena) u
8/0 (arterias mamarias y radial). Al finalizar la Ultima anastomosis distal se procedié
al inicio del recalentamiento sistémico del paciente. Posteriormente y sin despinzar
la aorta ascendente se procedid a realizar las anastomosis proximales entre los
injertos coronarios y la aorta ascendente con sutura continua de polipropileno 6/0
(vena safena) o 7/0 (arteria radial o arteria mamaria). Siempre que fue posible se
realizaron las anastomosis proximales de arteria radial y arteria mamaria sobre el
extremo mas proximal de otro injerto de vena safena anastomosado previamente en
la aorta. Mientras se finalizaba la Ultima anastomosis proximal se procedid a
reperfundir de manera controlada el miocardio mediante una Ultima dosis de
cardioplejia hematica retrograda, en este caso caliente (a temperatura sistémica).
Finalmente se realizd el despinzamiento aodrtico, y tras él se extrajo una nueva
muestra sanguinea del seno coronario a los 30 minutos.
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Tras comprobar la adecuada estanqueidad de las anastomosis realizadas y una
adecuada curva de flujo coronario mediante medicién ultrasonografica (Medi-Stim,
Noruega), y cuando las condiciones de temperatura, contractilidad y ritmo cardiacos
y de equilibrio hidroelectrolitico lo permitieron se procedié a la emancipacién de la
CEC, a la retirada de canulas y a la neutralizacion de la heparina con protamina.
Después de realizar una hemostasia rigurosa se procedid a la implantacion de tubos
de drenaje, de cables de marcapasos epicardicos temporales (2 en cara anterior de
ventriculo derecho y, en los pacientes en ritmo sinusal preoperatorio, otros dos en
la cara lateral de la auricula derecha). Finalmente se realizd el cierre de la
esternotomia por planos segun técnica convencional.

MANEJO POSTOPERATORIO

Los pacientes fueron trasladados a la UCI bajo anestesia general y ventilacion
mecanica controlada por presién. Fueron sometidos a monitorizacion continua
electrocardiografica, del débito urinario y de la saturacion arterial por pulsioximetria,
asi como a monitorizacion continua invasiva de la presion arterial sistémica y de la
presion venosa central. La implantacion preoperatoria de un catéter de arteria
pulmonar se dejo a criterio del médico anestesista. Todos los pacientes fueron
sometidos a control radioldgico simple toracico mediante proyeccion posteroanterior
al ingreso y cada 24 horas durante su ingreso en UCI. Una exploracion adicional se
realizd después de la retirada de los tubos de drenaje toracico, indicada cuando el
débito fue < 20ml/h durante al menos 4 horas seguidas. Se realiz6 ECG de 12
derivaciones al ingreso, cada 12 horas durante la estancia en UCI y cada 24 horas
hasta el alta hospitalaria. Todos los pacientes fueron sometidos a monitorizacién
electrocardiografica continua mediante telemetria en la planta de hospitalizacion
tras el alta de UCI durante al menos 24 horas. En todos los pacientes se inicio la
antiagregacion plaquetaria mediante acido acetil salicilico a dosis de 100mg al dia
en el momento en que se constatd ausencia de sangrado significativo y a ser
posible antes de las primeras 6-12 horas de ingreso. Del mismo modo, la noche
siguiente a la cirugia se reinicio el tratamiento con la estatina previa del paciente a
las mismas dosis que estuviera tomando siempre que la tolerancia oral del paciente
lo permitid. Como norma general y salvo contraindicaciones, se inicié tratamiento
con betabloqueantes beta-selectivos de manera sistematica la mafiana siguiente a la
cirugia para prevenciéon de fibrilacion auricular. EI manejo de las complicaciones
postoperatorias se llevd a cabo segun los protocolos del Servicio.

RECOGIDA Y ANALISIS DE DATOS

Cada paciente aleatorizado fue incluido en un protocolo exhaustivo de recogida
prospectiva de datos clinicos y analiticos perioperatorios distribuidos como sigue:
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Datos de filiacibn y antecedentes personales cardioldgicos y no
cardioldgicos: datos demograficos hospitalarios (apellidos y nombre,
nimero de historia clinica), edad, sexo, peso y talla, existencia de
factores de riesgo cardiovascular y su tratamiento/control (hipertension
arterial, diabetes mellitus, hiperlipidemia, tabaquismo), existencia de
obesidad, hiperuricemia, enfermedad vascular periférica, enfermedad
cerebrovascular, accidentes cerebrovasculares o tromboembolismos
cerebrales o sistémicos previos, enfermedad pulmonar obstructiva cronica
e insuficiencia renal (definida como cifra de creatinina preoperatoria
mayor o igual a 1,5mg/dl).

Datos clinicos de la enfermedad cardioldgica actual: antecedentes de 1AM,
tipo de angina actual, clase funcional para disnea segun la clasificacion de
la New York Heart Association -NYHA-, clase funcional para angina segun
la Canadian Cardiovascular Society - CCS.

Datos de las exploraciones preoperatorias: estudios preoperatorios
habituales (analitica sanguinea, radiografia de térax y ECG),
ecocardiografia y cateterismo cardiaco, con definicion del ritmo cardiaco
de base preoperatorio, la extension de la enfermedad coronaria,
existencia de enfermedad del tronco de la coronaria izquierda, fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) determinada mediante
ventriculografia izquierda.

Determinacion del riesgo quirirgico segun las escalas de Euroscore y
Parsonnet.

Datos analiticos rutinarios y especificos intraoperatorios y postoperatorios
(protocolo descrito previamente).

Datos acerca del procedimiento quirtrgico y la CEC: tiempo total de
cirugia, tiempo de CEC y de pinzamiento adrtico, nimero de dosis de
cardioplejia, tiempo de isquemia real (tiempo absoluto del pinzamiento
aortico durante el cual no se administra cardioplejia hematica) y el tiempo
medio de isquemia real (tiempo de isquemia real / n® de dosis de
cardioplejia), numero de derivaciones coronarias, tipo de injertos
utilizados y extension de la revascularizacion.

Datos clinicos de la evolucién postoperatoria y de las complicaciones.
Datos clinicos del seguimiento quirtrgico (primer mes postoperatorio o
hasta el alta del paciente en caso de ingresos mas prolongados).

Los datos clinicos y analiticos fueron recogidos en una base de datos informatica
(Filemaker Pro 5.0 Database, EEUU). El andlisis de datos se ha realizado
mediante procesamiento estadistico con el programa informatico SPSS (SPSS Inc,
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SEGURIDAD DEL ESTUDIO

La administracion de PRAV a dosis terapéuticas es segura en seres humanos, tal
y como se ha demostrado en multiples estudios clinicos ya mencionados
previamente. En el contexto en el que se quiere emplear, es decir, previamente a
un insulto isquémico, se ha demostrado previamente que la utilizacion de estatinas
es altamente beneficiosa para la reduccion de eventos desfavorables y que, incluso,
su interrupcién puede ser deletérea en el proceso perioperatorio®®*?%, En algunos
estudios experimentales se ha demostrado, sin embargo, que la administracion de
simvastatina a corto plazo (3 semanas) antes de un episodio isquémico puede
potenciar el aturdimiento (también llamado “stunning”) miocardico en corazones de
perro después de un episodio de isquemia a través de una deplecion de ATP, con
disminucion de la fraccién de acortamiento segmentaria. Estos eventos ocurren con
significativa menor magnitud con la administracion de PRAV o placebo®®. Este
hallazgo se ha confirmado de nuevo en otro estudio, también en perros, utilizando
otros tres inhibidores de la HMG-CoA-reductasa lipofilicos, la fluvastating,
cerivastatina y atorvastatina. Todas ellas inducian, de nuevo, disminucién de la
funcion contractil postisquémica y deplecion de las reservas tisulares de ATP

respecto a la PRAV (reductasa-inhibidor de caracter hidrofilico) y al placebo?®.

En cuanto a las tomas de muestras del seno coronario varias evidencias
demuestran la inocuidad de estas determinaciones para el paciente. Por un lado,
durante todas las cirugias coronarias con CEC se realiza por protocolo canulacién del
seno coronario para la administracion de cardioplejia por via retrédgrada, método
estandarizado mundialmente para la proteccion miocardica durante el pinzamiento
adrtico y cuya utilidad estd avalada por numerosos estudios desde hace décadas*
6267 Por tanto, las tomas de sangre venosa del seno coronario no requieren
maniobras adicionales durante el procedimiento salvo por la légica extraccién de la
cantidad de sangre necesaria para las determinaciones.

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis de la frecuencia de las variables cualitativas se ha reflejado como
porcentajes. Dado el pequefio nimero de casos de cada grupo, para el andlisis de
las variables cuantitativas se ha realizado la prueba de Kolmogorov-Smirnov de
manera sistematica para contrastar el ajuste de los datos a la distribucion normal.
Las variables en las que se ha demostrado seguir una distribucion normal la
tendencia central se han expresado como media +/- desviacidn tipica (intervalo de
confianza de la media al 95%). En el resto de las variables cuantitativas se ha
reportado como mediana +/- amplitud intercuartil, marcadores mas robustos de la
tendencia central de la muestra y de su dispersién de la muestra que la media
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aritmética y la desviacion tipica respectivamente. Los diagramas de caja expresan
de manera convencional la mediana mediante una linea transversa horizontal en el
interior de la caja. Los bordes superior e inferior representan los percentiles 25y 75
respectivamente y las patillas superior e inferior los percentiles 10 y 90
respectivamente.

La comparacion intergrupos de las variables cuantitativas se ha realizado
mediante la prueba t de Student para variables con distribucidon normal y
directamente mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para el resto.
Se han considerado significativos valores de p menor de 0,05. Para hacer la
determinacidon lo mas potente posible e intentar neutralizar el efecto del pequefio
tamano muestral de los grupos y la implicita limitacién en la aplicacién de las
pruebas de normalidad se han aplicado pruebas no paramétricas en todos los casos
en los que las pruebas paramétricas arrojaban diferencias estadisticamente
significativas. Finalmente se ha reportado Unicamente este resultado y siempre
como significacién bilateral.

La comparacion intergrupos de las variables cualitativas se ha realizado mediante
el calculo del coeficiente Chi-cuadrado de Pearson y se ha reportado la significacion
asintdtica bilateral. Se ha considerado estadisticamente significativo un valor de p
menor de 0,05. Cuando alguna de las frecuencias esperadas de la tabla de
contingencia ha sido menor de 5 la comparacidn se ha realizado mediante el célculo
del estadistico de Fisher y se ha reportado, de igual manera, Unicamente la
significacion exacta bilateral. Se ha considerado estadisticamente significativo un
valor de p menor de 0,05.
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5. RESULTADOS
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Desde diciembre de 2002 hasta mayo de 2003 fueron incluidos en el estudio 20
pacientes candidatos a cirugia de revascularizacién coronaria aislada que fueron
distribuidos de manera randomizada y doble ciego en dos grupos, el Grupo Estudio
(grupo E, n = 10) y el Grupo Placebo (grupo P, n = 10). Ningln paciente requirié
ser excluido del estudio por criterios intra- o postoperatorios.

COMPARACION PRE- E INTRAOPERATORIA DE LOS GRUPOS
Variables clinicas preoperatorias

Los datos clinicos preoperatorios de los pacientes de ambos grupos estan
reflejados en la tabla 1.

Tabla 1. Variables clinicas preoperatorias. Datos clinicos
Grupo E Grupo P (placebo) p
Edad (afos) 64.4+/-8.1 (58.6-70.2) 66.9 +/- 9.2 (60.3-73.5) NS
Mujer (%) 20 (2/10) 10 (1/10) NS
Diabetes (%) 40 (4/10) 50 (5/10) NS
DMID (%) 20 (2/10) 10 (1/10) NS
HTA (%) 70 (7/10) 30 (3/10) 0.07
Hipelipidemia (%) 100 (10/10) 100 (10/10) NS
Tabaquismo (%) 70 (7/10) 60 (6/10) NS
Hipeuricemia (%) 20 (2/10) 10 (1/10) NS
EPOC (%) 10 (1/10) 10 (1/10) NS
Enf. cerebrovascular (%) 20 (2/10) 0 NS
EVP (%) 10 (1/10) 10 (1/10) NS
IR preoperatoria (%) 0 10 (1/10) NS
Obesidad (%) 40 (4/10) 30 (3/10) NS
ACVA previo (%) 0 10 (1/10) NS
TE previo (%) 0 10 (1/10) NS
NYHA III-IV (%) 0 0 NS
CCS III-1V (%) 30 (3/10) 50 (5/10) NS
Angina inestable (%) 20 (2/10) 10 (1/10) NS
Enfermedad del tronco 30 (3/10) 0 NS
IAM previo (%) 50 (5/10) 50 (5/10) NS
ACXFA (%) 0 10 (1/10) NS
FEVI (%) 60.4+/-13.7 (49.9-71.0) 65.2+/-8.2 (58.9-71.5) NS
Euroscore 25+/-4 3+/-4 NS
Parsonnet 2.5 +/-4 2+/-3 NS
DMID: diabetes mellitus en tratamiento con insulina; HTA: hipertension arterial; EPOC: enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, EVP: enfermedad vascular periférica; IR: insuficiencia renal; ACVA:
accidente cerebrovascular; TE: tromboembolismo; IAM: infarto agudo de miocardio; ACXFA: fibrilacion
auricular.

La edad media de los pacientes fue de 64,4 y 66,9 afios en los grupos E y P
respectivamente (p = NS) y un 20% y 10% fueron mujeres en cada uno de dichos
grupos (p = NS). A pesar de la randomizacion se objetivd una diferencia importante
en la incidencia de hipertension arterial entre ambos grupos, con un porcentaje
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mayor de hipertensos en el grupo Estudio (grupo E, 70%; grupo P, 30%), aunque
debido al reducido nimero de casos de la muestra esta diferencia no llegd a ser
estadisticamente significativa (p = 0,07). No hubo diferencias significativas en
cuanto a la distribucién de los factores de riesgo cardiovascular (diabetes/diabetes
insulino-dependiente, tabaquismo, hiperlipidemia), a comorbilidades asociadas
(hiperuricemia, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfermedad
cerebrovascular, enfermedad vascular periférica, insuficiencia renal, obesidad,
accidente cerebrovascular agudo, episodios tromboembdlicos o fibrilacidén auricular),
al perfil cardioldgico de los pacientes (clase funcional, tipo de angina, FEVI, etc.) ni
en la estimacion del riesgo quirtrgico segun las escalas de Euroscore y Parsonnet.

Aunque el control preoperatorio de la hiperlipidemia resulté mas desfavorable en
el grupo Estudio, las diferencias no fueron significativas. Los porcentajes de
pacientes con LDL preoperatoria mayor de 100 mg/dl (grupo E 40%, 4/10; grupo P
20%, 2/10, p = NS), colesterol total mayor de 200 mg/dl (grupo E 30%, 3/10;
grupo P 10%, 1/10, p = NS), HDL menor de 40 mg/d! (grupo E 30%, 3/10; grupo P
30%, 3/10, p = NS) o triglicéridos mayores de 150 mg/dl (grupo E 20%, 2/10;
grupo P 10%, 1/10, p = NS) fueron similares. El ratio LDL/HDL tampoco fue
significativamente diferente (grupo E, 2,0 +/- 0,7 (1,5-2,6); grupo P, 2,3 +/- 1,0
(1,5-3,0), p = 0,9).

En el grupo Estudio 5 pacientes estaban tomando preoperatoriamente de manera
cronica atorvastatina y otros 5 estaban tomando simvastatina. El 40% (4/10)
estaban tomando 40 mg al dia y el resto 20 mg al dia de farmaco. En el grupo
Placebo 4 pacientes estaban pretratados con atorvastatina, 4 pacientes con
simvastatina y 1 pacientes con fluvastatina. El 30% (3/10) tomaban 40 mg de
farmaco y el resto (70%, 7/10) 20 mg al dia (p = NS respecto al grupo Estudio).

Tabla 2. Variables clinicas preoperatorias. Datos analiticos

Grupo E Grupo P (placebo) P

BR total (mg/dl) 0.9 +/- 0.4 (0.7-1.2) 0.9 +/- 0.2 (0.8-1.0) NS
BR directa (mg/dl) 0.1 +/- 0.1 (0.04-0.1) 0.1+/- 0.1 (0.03-0.2) NS
AST (UI/1) 21 +/- 3.4 (18.6-23.4) 25 +/- 7.0 (20.1-30.1) NS

ALT (UL/I) 26.8 +/- 9.2 (20.2-30.4) 28.2 +/- 10.9 (20.4-36.0) NS
CPK (UI/l)  87.2+/-43.5 (56.0-118.4)  92.8 +/- 74.9 (39.2-146.4) NS

CPK-MB (UI/I) 6.1 +/- 2.1 (4.6-7.5) 7.6 +/- 4.2 (4.3-10.9) NS
Tn-I (ng/ml)  0.02 +/- 0.02 (0.01-0.04) 0.07 +/- 0.1 (-0.03-0.17) NS
PCR (mg/dI) 0.6 +/- 0.5 (0.1-1.0) 0.5 +/- 0.3 (0.1-1.4) NS

NS

Colesterol total (mg/dl) ~ 174.3 +/- 35.6 (137.3-192.0) 164.7 +/- 49.5 (136.3-212.4) NS
Triglicéridos (mg/dl) ~ 139.1 +/- 126.0 (42.3-236.0) 116.1 +/- 32.9 (90.1-141.4) NS
HDL (mg/dl)  50.0 +/- 15.7 (38.0-62.0) 45.0 +/- 10.1 (36.6-53.4) NS

LDL (mg/dl)  96.3 +/- 28.4 (74.5-118.1)  96.4 +/- 32.9 (71.2-121.7) NS

BR: bilirrubina; PCR: proteina C reactiva; Tn-I: troponina 1.
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Los datos analiticos preoperatorios estan recogidos en la tabla 2. No se
observaron diferencias significativas en el perfil hepatico, el grado de miolisis, los
marcadores de dafio miocardico ni en los niveles de PCR preoperatorios.

Variables clinicas intraoperatorias

Los datos clinicos intraoperatorios de los pacientes de ambos grupos estan
reflejados en la tabla 3. No existieron diferencias significativas en los tiempos de
pinzamiento adrtico o CEC entre ambos grupos ni en los tiempos absoluto y medio
de isquemia real. No hubo diferencias en el grado ni la calidad de revascularizacion,
expresados como numero de anastomosis distales, porcentaje de
revascularizaciones completas y porcentajes de utilizacion de injertos arteriales
(arteria mamaria y arteria radial).

Tabla 3. Variables intraoperatorias.

Grupo E Grupo P (placebo)

TO circulacion extracorpérea (min)  143.9 +/- 29.5 (122.8-165.0) 125.3 +/- 25.6 (107.0-143.6)

TO pinzamiento adrtico (min) 116.3 +/- 27.1 (97.0-135.7)  101.3+/- 22.9 (85.0-117.7)
TO isquemia real (min) 81.7+/- 23.5 (64.9-98.5) 70.2 +/- 19.5 (56.3-84.1)
T° medio de isquemia real (min) 17.5+/- 3.0 (15.4-21.3) 18.5 +/- 3.9 (15.8-21.3)
N©° dosis cardioplejia 4.7+/- 1.3 (3.8-5.6) 3.9+/- 1.1 (3.0-4.8)
Duracion cirugia ~ 292.0 +/- 50.5 (255.9-328.1) 269.5 +/- 32.0 (246.6-292.4)
NO injertos 3.5 +/- 0.9 (2.94.1) 3.4 +/- 0.7 (2.9-3.9)
Revascularizacion completa 90% (9/10) 90% (9/10)
NO injertos de AMI 1.5 +/- 0.7 (1.0-2.0) 1.7 +/- 0.9 (1.0-2.4)
Utilizacién de una AMI 100% (10/10) 100% (10/10)
AMI bilateral 40% (4/10) 40% (4/10)
Utilizacion de AR 40% (4/10) 10% (1/10)

CEC: circulacion extracorpdrea; AMI: arteria mamaria interna; AR: arteria radial.

p

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

Ningln paciente presentd complicaciones relativas a la canulacién del seno
coronario 0 a la extraccién de las muestras sanguineas del mismo o de sangre
periférica.

MARCADORES BIOQUIMICOS DE DANO MIOCARDICO
Los valores medios de CPK-MB al ingreso en la UCI y a las 4, 8, 16, 24, 32, 40,

48 horas y 5 dias postoperatorios en los grupos Placebo y Estudio estan reflejados
en la figura 15.
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Como se puede observar no se evidenciaron diferencias significativas en ninguno
de los momentos estudiados. Aunque los valores medios fueron superiores en
practicamente todas las determinaciones en el grupo Estudio, el cociente CPK-MB
maxima/CPK total maxima fue inferior en el grupo tratado con el farmaco (grupo P
4,2 +/- 2,5% {2,4-6,0%}%; grupo E 2,9 +/- 2% {1,5-4,3%}), sin que la diferencia
resultara significativa.

Por su parte la liberacion de Tn-I esta representada graficamente en la figura 16.
Aungue se observo una liberacidén superior en el grupo Placebo entre las 8 y las 40
horas, no se evidenciaron diferencias significativas tampoco en este caso. De igual
modo, la concentracion maxima de Tn-I fue mayor en el grupo Placebo (2,6 +/- 1,9
ng/ml {1,2-3,9} versus 2,2 +/- 1,8 ng/ml {1,0-3,5}) sin que la diferencia resultara
estadisticamente significativa.

Figura 15. Liberacion de CK-MB (UI/L)
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Figura 16. Liberacion de troponina I
(ng/mi).
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ACIDO LACTICO Y PH

Las determinaciones de acido lactico en seno coronario y arteria periférica estan
reflejadas en las tablas 4 y 5. Existieron diferencias significativas en sus valores a
los 2 y 30 minutos post-despinzamiento adrtico en la sangre arterial periférica, y las

Tabla 4. Liberacion de acido lactico en sangre del seno coronario (en

mmol/L) Grupo E  Grupo P (placebo) P

Pre-CEC 1.2 (0.4) 1.1 (0.7) NS
2 minutos PDP 1.9 (0.6) 1.2 (0.9) NS
30 min PDP 1.9 (0.5) 1.3 (0.6) 0.052

PDP: post-despinzamiento adrtico

Tabla 5. Liberacion de acido lactico en sangre arterial periférica

(en mmol/L) Grupo E  Grupo P (placebo) p

Pre-CEC 1.1 (0.5) 1.1 (0.6) NS
2 minutos PDP 1.7 (0.8) 1.3 (0.5) <0.05
30 min PDP 1.9 (0.8) 1.4 (0.5) <0.05

PDP: post-despinzamiento adrtico
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diferencias se aproximaron a la significacion estadistica en la sangre del seno
coronario a los 30 minutos. Como queda reflejado en las figuras 17, 18 y 19,
curiosamente la liberacion de acido lactico fue mayor en el grupo tratado con PRAV
en los tres casos, aungque con una escasa significacion clinica, ya que en todos los
casos se mantuvieron por debajo del rango maximo de la normalidad (menores de
2,2 mmol/L) y, como se observa en las tablas 6 y 7, los valores de pH en esos
momentos no presentaron diferencias entre ambos grupos de pacientes.

Tabla 6. Determinacion de pH en sangre del seno coronario
Grupo E  Grupo P (placebo) p

2 minutos PDP  7.36 (0.04) 7.39 (0.04) NS
30 min PDP  7.38 (0.0) 7.40 (0.0) NS

PDP: post-despinzamiento adrtico

Tabla 7. Determinacion de pH en sangre arterial periférica
Grupo E  Grupo P (placebo) p

2 minutos PDP  7.41 (0.05) 7.41 (0.1) NS
30 min PDP  7.45 (0.03) 7.44 (0.1) NS

PDP: post-despinzamiento adrtico

Cuando se comparan las cifras de acido lactico en los diferentes momentos (2
minutos y 30 minutos post-despinzamiento adrtico) entre la sangre del seno
coronario y la sangre arterial sistémica se comprueban valores practicamente
idénticos que tampoco reflejan diferencias significativas

MARCADORES INESPECIFICOS DE INFLAMACION: PCR, NFkB Y
CITOQUINAS.

El estudio de la concentracion sérica de PCR en el periodo postoperatorio (figura
20) reveld unos niveles superiores en el grupo Placebo en practicamente todos los
momentos de extraccién, aunque la diferencia sdlo llegd a ser significativa en la
determinacion de las 40 horas postoperatorias (grupo P, 16,7mg/dl; grupo E,
9,0mg/dl; p<0,05). Ademas, la curva del grupo Estudio mostré una tendencia
bifasica con una deflexién a las 40 horas, mientras que en el grupo al que se
administrd placebo la curva resulté monofasica con un pico maximo coincidente
precisamente con esas 40 horas postoperatorias.

En cuanto a las concentraciones de NFkB en grupos celulares (figura 21), el
grupo Placebo presenté concentraciones significativamente mas elevadas que el
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grupo Estudio en todas las determinaciones (seno coronario pre-CEC 110 +/- 8%
obanda) versus 101 +/- 7% dbanda, p = 0,002; seno coronario 30 minutos 125,5
+/- 26 %dbanda versus 98,5 +/- 14%03dbanda, p = 0,001; sistémica 24 horas 224,5
+/- 125% 0dbanda versus 111,5 +/- 26% dbanda, p< 0,001). Como se refleja en el
correspondiente diagrama de caja, en el grupo Placebo se observa un notable
incremento de los niveles en sangre periférica a las 24 horas, efecto que queda
totalmente amortiguado en el grupo Estudio.

La liberacion de TNF-a esta representada en la figura 22. Aunque en la muestra
pre-CEC tomada del seno coronario la concentracion es mayor en el grupo Placebo
(43,5 +/- 22 pg/ml versus 30,0 +/- 20 pg/ml) la diferencia no llegd a alcanzar la
significacién estadistica en nuestra muestra (p = 0,52). En el resto de las
determinaciones el TNF-a fue significativamente mas abundante en el grupo
Placebo respecto al grupo Estudio a los 30 minutos de la reperfusién miocardica (62
+/- 13 pg/ml versus 33 +/- 14 pg/ml, p < 0,001) y a las 24 horas (116,5 +/- 35
pg/ml versus 62 +/- 41 pg/ml, p < 0,01), después de lo cual la diferencia se
mantuvo significativa a los 5 dias del procedimiento (grupo P, 89,5 +/- 28 pg/ml
versus grupo E, 48 +/- 18 pg/ml, p < 0,001).

Las concentraciones de INF-y (figura 23) se observaron disminuidas en el grupo
Estudio respecto al control en todos los momentos de extraccion, incluyendo la
muestra pre-CEC (grupo P 43 +/- 16 pg/ml, grupo E 25 +/-13 pg/ml, p < 0,01).
Ambos grupos mostraron una morfologia similar, con un pico a las 24 horas (grupo
P 92,5 +/- 47 pg/ml, grupo E 61 +/- 19 pg/ml, p < 0,01) y una liberacion elevada
todavia al 5° dia postoperatorio respecto al momento previo al inicio de la
derivacion cardiopulmonar (grupo P 66,5 +/- 25 pg/ml al 5° dia versus 43 +/- 16
pg/ml pre-CEC, p < 0,05; grupo E 37 +/- 17 pg/ml al 5° dia versus 25 +/- 13 pg/ml
pre-CEC, p < 0,05).

Por fin, en cuanto a la liberaciéon de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 (figura
24), esta similarmente elevada en ambos grupos antes de la CEC (grupo P 117,5
+/- 15 pg/ml, grupo E 114 +/- 24 pg/ml, p = 0,32). Tras el periodo de ISQ/REP, su
liberacion se ve significativamente amortiguada en el grupo tratado con la estatina a
los 30 minutos de reperfusion respecto al grupo Placebo (grupo P, 124,5 +/- 21
pg/ml; grupo E, 88,5 +/-20 pg/ml; p < 0,005) y a las 24 horas (grupo P 136+/- 20
pg/ml, grupo E 92,5 +/-13 pg/ml, p < 0,005) y 5° dia postoperatorio (grupo P
129,5+/- 44 pg/ml, grupo E 88,5 +/-31 pg/ml, p < 0,001).

LIBERACION DE RADICALES LIBRES
La liberacion de O, (figura 25) estd clara y llamativamente disminuida en la

sangre del seno coronario ya antes del inicio de la CEC en el grupo Estudio (grupo P
15,5 +/- 14 nmol / mg-prot/minutos, grupo E 6,5+/-4 nmol /mg-prot/ minutos, p <
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Figura 20. Determinaciones de PCR (en mg/dl)
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Figura 21. NFxB (en %dbanda)
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Figura 22. TNF-a (en pg/ml)
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Figura 23. Interferon-y (en pg/ml)
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Figura 24. IL-10 (en pg/ml)
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0,001) y se mantiene en menor rango a los 30 minutos del despinzamiento adrtico
en la sangre del seno coronario (grupo P 21 +/- 9 nmol/mg-prot/minutos, grupo E
8,5 +/-5 nmol/mg-prot/minutos, p < 0,001) y a las 24 horas (grupo P 22 +/- 9
nmol/mg-prot/minutos, grupo E 8,5 +/-4 nmol/mg-prot/minutos, p < 0,001) y 5
dias del procedimiento (grupo P 37,5 +/- 22 nmol/mg-prot/minutos, grupo E 8,5 +/-
2 nmol/mg-prot/minutos, p < 0,001) en la sangre venosa periférica. En la
determinaciéon del 5° dia se observa ademds una elevacién significativa de la
concentracion del radical libre respecto a la observada a las 24 horas en el grupo
Placebo, sin que se observe este efecto en el grupo tratado con PRAV.

MOLECULAS DE ADHESION
Selectinas

Las concentraciones de selectinas solubles en plasma (L-selectina leucocitaria y
P-selectina endotelial) se comportaron de manera diferente (figuras 26 y 27
respectivamente). Antes del inicio de la CEC se observd ya una elevacién
significativa de L-selectina en el grupo Placebo respecto al grupo tratado (115 +/-
27% odbanda versus 97,5 +/- 12% 0&banda respectivamente, p = 0,001) mientras
que los niveles de P-selectina fueron similares en ambos grupos (grupo P, 114,5 +/-
24% odbanda; grupo E, 106,5 +/- 14% O&banda, p = 0,14). A las 24 horas, la
liberacién de ambas selectinas fue significativamente mayor en el grupo al que se
administrd placebo respecto
al grupo tratado con

Figura 25, Anion superoxido (en nmol/ mg-prot/min) estatinas. La liberacion de
L-selectina se mantuvo mas
0 elevada a los 5 dias en
sangre venosa periférica de
07 la cirugia en el grupo
. Placebo respecto al grupo
Estudio (grupo P, 140 +/-
40 30% oObanda; grupo E,
108,5 +/- 18% odbanda, p =
0 0,011).

20 i** Integrinas e ICAM
10 ii+* La concentraciéon de
) *) () (%) CD18 soluble en plasma
0 (figura 28) resultd elevada
Pre 30° 24h 5d  Pre 30° 24h 5d antes de la CEC respecto a
Grupo Placebo  Grupo Estudio los valores normales en
(%) p < 0.001 ambos grupos, y de manera
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Figura 26. sL-Selectina (en Y%0banda)
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mas acentuada aunque no significativamente en el grupo Placebo (grupo P, 143 +/-
41% odbanda; grupo E, 131 +/- 23% dbanda; p = 0,19). La cantidad de CD18
soluble detectado en sangre periférica a las 24 horas descendio significativamente
sélo en el grupo tratado con PRAV (grupo E 110,5 +/- 14% Obanda versus grupo P
145 +/- 34% dbanda, p < 0,001) mientras que en el grupo al que se administr6
placebo la concentracion de la integrina incluso aumentd ligeramente. La
concentracion disminuyd drasticamente en ambos grupos al 5° dia postoperatorio,
aungue en el grupo Placebo se mantuvo significativamente mas elevada (grupo P,
114 +/- 15% &banda; grupo E, 100 +/- 4% 0dbanda; p < 0,005).

En cuanto a ICAM-1 soluble (figura 29), la determinacion previa a la entrada en
CEC en seno coronario resultd elevada en ambos grupos aunque sin diferencias
significativas entre ellos (grupo P, 117,5 +/- 29% dbanda; grupo E 107,5 +/- 21%
dbanda; p = 0,14). En el grupo Placebo se encontrd significativamente elevada su
concentracion a las 24 horas del procedimiento, no asi en el grupo tratado (grupo P,
143,5 +/- 46% dbanda; grupo E, 111 +/- 20% dbanda; p < 0,001). A los 5 dias, la
determinacidn en sangre periférica reveld concentraciones persistentemente
superiores en el grupo Placebo (107 +/- 16% dbanda) respecto al grupo Estudio (99
+/- 10% dbanda, p < 0,01 respecto al grupo P).

PRODUCCION DE OXIDO NITRICO Y NIVELES DE iNOS

La produccién de NO se encontro elevada basalmente en la determinacién previa
al inicio de la CEC de manera significativa en el grupo Placebo (18 +/- 17 pmol)

Figura 30. Oxido nitrico (en pumol) Figura 31. iNOS (en Y%dbanda)
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respecto al grupo tratado con PRAV (grupo E, 6,5 +/- 7umol, p < 0,005 respecto a
grupo P, figura 30). En las determinaciones de los 30 minutos post-despinzamiento
y 24 horas después del procedimiento se observé una sobreelevacién de la
concentracion de la molécula también en el grupo Placebo (45,5 +/- 27 ymol a los
30 minutos y 40 +/- 20 umol a las 24 horas), con modestas elevaciones no
significativas en el grupo tratado (11,5 +/- 8 pmol a los 30 minutos y 14,5 +/- 1
pumol 1 a las 24 horas, p < 0,001 en ambos casos). A los 5 dias del procedimiento la
sangre venosa presentaba similar concentraciéon de NO en ambos grupos (grupo P
16 +/- 10 ymol, grupo E 13,5 +/- 4 umol, p = 0,58).

Estos hallazgos se corresponden parcialmente a las concentraciones encontradas

Figura 32. Liberacion de CK total (UI/L)
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de iNOS en ambos grupos (figura 31). De igual manera, la concentracion basal pre-
CEC fue mayor en el grupo Placebo (112 +/- 18% o&banda versus 99,5 +/- 12%
dbanda, p < 0,05), asi como la concentraciéon a las 24 horas (grupo P, 189,5 +/-
78% Obanda; grupo E, 132 +/- 22% 0Obanda; p < 0,001). Sin embargo, a los 5 dias
de la cirugia, la iINOS se encontrd significativamente elevada sélo en el grupo
Placebo (144 +/- 38% d&banda), con valores similares a los basales en el grupo al
que se administro el farmaco (103,5 +/- 20% dbanda, p < 0,001 respecto a grupo
P).

MARCADORES BIOQUIMICOS Y CLINICOS DE EFECTOS SECUNDARIOS
ATRIBUIBLES AL FARMACO

El estudio de la evolucion postoperatoria de la elevacion de los marcadores de
dafo hepatico y de rabdomidlisis reveld que no se produjeron complicaciones
significativas atribuibles a la administracion del farmaco en el grupo E respecto al
grupo P.

Las cifras maximas de las transaminasas AST (grupo P, 55,4 +/- 26,7 UI/L {36,3-
74,5}; grupo E, 56,0 +/- 18,6 UI/L {42,7-69,3}) y ALT (grupo P, 29,5 +/- 13,4 UI/L
{19,9-39,1}; grupo E, 26,1 +/- 12,4 UI/L {17,3-34,9}) fueron muy similares.

El andlisis de la evolucién postoperatoria de las cifras de CPK total esta
representado en la figura 32. Como se puede observar, todos los valores son
mayores en el grupo tratado con PRAV, aunque sdlo a las 40 horas postoperatorias
la diferencia se aproximo a la significacion estadistica (grupo P 738,6 +/- 671,9 UI/L
{222,1-1255,0}; grupo E 1472,8 +/- 910,3 UI/L {772,1-2172,5}, p = 0,077).
Tampoco la comparacion de la CPK maxima resulté significativa (grupo P 1451,2 +/-
1364,6 {475,0-2427,4}; grupo E (2054,0 +/- 1346,4 {1090,9-3017,1}, p = 0,2),
aungue en este caso también las diferencias fueron mas llamativas que para el caso
de la elevacién de transaminasas.

A pesar de ello, los valores medios de creatinina maxima postoperatoria fueron
practicamente idénticos (grupo P 1,1 +/- 0,2 mg/dl {1,0-1,3}; grupo E 1,1 +/- 0,2
{1,0-1,3}, p = NS) y tan sélo un paciente de cada grupo present6 elevaciones de
creatinina postoperatoria por encima de 1,5 mg/dl (1,6 y 1,7 mg/dI| respectivamente
en los grupos P y E). En ambos casos la funcién renal regresé a la normalidad con
tratamiento médico conservador en menos de 48 horas postoperatorias. A los 30
dias de la cirugia, ni los valores de CPK total (grupo P 44,3 +/- 15,7 {33,1-55,5};
grupo E 49,7 +/- 32,6 UI/L {26,4-73,1}, p = NS) ni los de creatinina sérica (grupo P
0,9 +/- 0,1 mg/dl {0,8-1,0}; grupo E 1,0 +/- 0,2 {0,8-1,1}) difirieron en ambos
grupos.
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RESULTADOS CLINICOS POSTOPERATORIOS

No hubo mortalidad hospitalaria en ninguno de los dos grupos. Un paciente del
grupo P (10%) presentd nuevas ondas Q en la cara anterior con elevacion
enzimatica sugerente de IAM perioperatorio (Tn-I maxima de 6,3 ng/ml a las 4
horas). Ningln paciente del grupo E presentd criterios de necrosis miocardica
perioperatoria (p = NS).

Un paciente en el grupo P (10%) y dos en el grupo E (20%) precisaron
cardioversion eléctrica interna para reasumir el ritmo sinusal tras el despinzamiento
aortico por presentar arritmias ventriculares (p = NS). En el postoperatorio, 3
pacientes del grupo P (30%) y 4 del grupo E (40%) presentaron fibrilacion auricular
de nueva aparicion que precisé tratamiento con amiodarona (p = NS). En todos los
casos revirtio a ritmo sinusal estable y por tanto ninguno de ellos precisé

Tabla 8. Estancias postoperatorias
Grupo E Grupo P (placebo)
Tiempo de IOT (hrs) 5.7 +/- 1.8 (4.4-7.0) 5.9 +/-1.1 (5.1-6.6)

Estancia en UCI (d) 35.1 +/- 23.9 (18.0-52.2) 27.9+/- 10.4 (20.4-35.3)
Estancia postoperatoria (d) 6.9+/- 2.0 (5.5-8.3) 6.0 +/- 1.1 (5.3-6.8)

IOT: intubacion orotraqueal; UCI: Unidad de Cuidados Intensivos p=NS

cardioversion eléctrica. Ningin paciente precis6 implantacion de marcapasos
definitivo, aunque 3 pacientes del grupo P (30%) y 2 pacientes del grupo E (20%)
precisaron estimulacion epicardica temporal por algun tipo de bradiarritmia (p =
NS).

Dos pacientes del grupo P (20%) precisaron tratamiento inotrépico por bajo
gasto cardiaco (21 y 24 horas respectivamente) mientras que 3 pacientes los
precisaron en el grupo E (30%) durante 2, 5,5 y 26 horas respectivamente (p =
NS). Ningun paciente precisé implantacion de baldn intraadrtico de contrapulsacion
ni tratamiento vasopresor.

Los tiempos de intubacidn orotraqueal, estancia en la UCI y estancia

postoperatoria estan reflejados en la tabla 8. No hubo diferencias significativas
entre ambos grupos en ninguno de ellos.
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COMPARACION DE LAS DETERMINACIONES PREVIAS A LA CIRCULACION
EXTRACORPOREA ENTRE LOS GRUPOS Y LOS CONTROLES SANOS

Marcadores inespecificos de inflamacion (NFkB y citoquinas) y radicales
libres

Cuando se compararon los resultados obtenidos en cuanto a marcadores
inflamatorios en sangre venosa periférica de grupo de personas sanas con las
determinaciones extraidas del seno coronario de los pacientes del grupo Placebo
antes del inicio de la CEC se evidenci®é que estos pacientes tenian ya en ese
momento elevaciones significativas respecto a las personas sanas (figura 33) de
TNF-a (controles sanos 24 +/- 8 pg/ml; grupo Placebo 43,5 +/- 22 pg/ml, p <
0,005), INF-y (controles sanos 27,5 +/- 12 pg/ml; grupo Placebo 43 +/- 16 pg/ml, p
< 0,005), IL-10 (controles sanos 60,5 +/- 19 pg/ml; grupo Placebo 117,5 +/- 15
pg/ml, p < 0,05), O, (controles sanos 2,5 +/- 3 nmol/mg-prot/minutos; grupo
Placebo 15,5 +/- 14 nmol/mg-prot/minutos, p < 0,005) y NFkB (controles sanos
100 +/- 0% dbanda; grupo Placebo, 110,0 +/- 8% dbanda, p < 0,05).

Por el contrario, en el grupo tratado con estatina la reaccion inflamatoria se vio
amortiguada notablemente con liberaciones similares a las halladas en el grupo de
controles sanos en cuanto a TNF-a, INF-y y NFkB, y con elevaciones significativas
tan sélo de IL-10 (controles sanos 60,5 +/- 19 pg/ml; grupo Estudio 114,0 +/- 24
pg/ml, p < 0,005) y del radical libre O, (controles sanos 2,5 +/- 3 nmol/mg-
prot/minutos; grupo Estudio 6,5 +/- 4 nmol/mg-prot/minutos, p < 0,05, figura 34).

Moléculas de adhesion

De la misma manera, los pacientes del grupo Placebo presentaron elevaciones
significativas en el seno coronario antes de la CEC en las concentraciones de todas
las moléculas de adhesion solubles (sP-selectina, sL-selectina, sICAM y sCD18
respecto al grupo de controles sanos (figura 35) mientras que en el grupo tratado
con estatinas sdlo se evidencidé una elevacion significativa de CD18 soluble respecto
a los sanos (controles sanos 100 +/- 0% dbanda; grupo Estudio 131,0 +/- 23%
obanda, p < 0,005, figura 36).

Produccion de oxido nitrico y niveles de iNOS

La concentracion de NO en el seno coronario antes de la CEC en el grupo Placebo
fue significativamente mayor que en la sangre de las personas del grupo de
controles sanos (controles sanos 7,5 +/- 3 pmol; grupo Placebo 18 +/- 17 pmol, p
< 0,005, figura 37), mientras que en el grupo Estudio se mantuvo en
concentraciones similares (controles sanos 7,5 +/- 3 ymol; grupo Estudio 6,5 +/- 7
pumol, p < NS, figura 38)
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De manera similar, la concentracién de iNOS fue significativamente mayor en los
pacientes del grupo Placebo respecto a los sanos (controles sanos 100 +/- 0%
dbanda; grupo Estudio 112,0 +/- 18% dbanda, p < 0,05, figura 37), mientras que
en el grupo Estudio la concentracién de iNOS se mantuvo similar (controles sanos
100 +/- 0% dbanda; grupo Estudio 99,5+/- 12% &banda, p < NS, figura 38).

Figura 33. Comparaciones de grupo Placebo pre-CEC con controles
sanos: TNF, INF, IL-10, ASO, NFkB
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Figura 34. Comparaciones de grupo Estudio pre-CEC con controles
sanos: TNF, INF, IL-10, ASO, NFkB
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Figura 35. Comparaciones de grupo Placebo pre-CEC con controles

sanos: moléculas de adhesion
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Figura 36. Comparaciones de grupo Estudio pre-CEC con controles
sanos: moléculas de adhesion celular
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Figura 37. Comparaciones de grupo Placebo pre-CEC con controles
sanos: NO e iNOS
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Figura 38. Comparaciones de grupo Estudio pre-CEC con controles
sanos: NO e iNOS
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6. DISCUSION
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Hasta donde conocemos este es el primer estudio aleatorizado, doble ciego y
controlado por placebo que compara el efecto de la administracion de una Unica
dosis elevada de una estatina en la evoluciéon de marcadores clinicos, de dafo
miocardico e inflamatorios en pacientes sometidos a cirugia coronaria bajo
tratamiento crénico con estatinas con un adecuado control preoperatorio de la
hiperlipidemia y una previsible estabilizacién y preservacion cronica de la funcién
endotelial.

La administracion de la dosis preoperatoria de PRAV pretendia potenciar el efecto
de estabilizacion de la funciéon endotelial que este tipo de farmaco tiene a largo
plazo. Se intentaba conseguir una elevacion de los niveles plasmaticos de
metabolito activo en el momento del insulto isquémico e inflamatorio para conseguir
una reduccion de las consecuencias de ambos sin inducir efectos secundarios
significativos. Aunque no se han estudiado las concentraciones plasmaticas del
farmaco, los resultados inducen a pensar que la PRAV administrada por via oral a
las dosis probadas alcanza, efectivamente, la circulacién sanguinea como metabolito
activo en concentracion suficiente para actuar sistémicamente y ejercer sus efectos
pleiotrdpicos.

CARACTERISTICAS PREOPERATORIAS E INTRAOPERATORIAS DE LOS
GRUPOS

El caracter aleatorizado del estudio permitié evitar los sesgos de seleccion de los
pacientes, de modo que las caracteristicas clinicas y analiticas preoperatorias de
ambos grupos fueron similares, como se refleja en la tabla 1. No obstante, hay que
resaltar nuevamente que el pequefio tamafio muestral hace dificil encontrar
diferencias significativas.

A pesar de la randomizacién, la prevalencia de hipertension arterial preoperatoria
fue superior en el grupo Estudio (70%) que en el grupo Placebo (30%). Lejos de
suponer un sesgo para los resultados que se han obtenido en cuanto a reaccion
inflamatoria se refiere, este hecho puede indicar que la estatina es capaz de inducir
esa inhibicion de la reaccion inflamatoria incluso en pacientes con un sustrato
menos favorable para ello. Estd ampliamente demostrado que la disfuncién
endotelial es un fendmeno primario en la hipertension arterial esencial y que esta
precisamente mediado por un aumento del estrés oxidativo que reduce la
disponibilidad de NO. Por tanto, favorece el desarrollo de la placa de ateroma y la
trombosis intravascular®®. Por ello, no es de extrafiar que esta disfuncién endotelial
pueda ser revertida con la administracién de estatinas. Pretnar-Oblak et al*®°
demostraron que la administracion durante 3 meses de atorvastatina favorecia la
vasodilatacion de las arteriolas sistémicas y, sobre todo, la vasorreactividad
cerebrovascular mediada por L-arginina en pacientes con hipertensién arterial. La
hipertension arterial, ademas, induce un sustrato basal proinflamatorio®” y tanto la
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magnitud de la inflamacidon como la disfuncion endotelial asociadas a esta entidad
pueden ser fuente de otras complicaciones metabdlicas y cardiovasculares que a su
vez inducen una mayor respuesta inflamatoria. Perticone y cols.”’* demostraron
estudiando a 400 pacientes diagnosticados de hipertension arterial que tanto los
niveles elevados de PCR como el grado de disfuncion endotelial expresado como
una significativa disminucién de la vasodilatacién endotelio-dependiente inducida
por acetilcolina son factores de riesgo independientes para el desarrollo de diabetes
tipo II. Por tanto, un mayor porcentaje de pacientes con hipertension en el grupo
Estudio refuerza la hipotesis de que la PRAV es capaz de preservar la funcién
endotelial durante el pinzamiento adrtico y la CEC incluso en condiciones, como se
ha dicho, basalmente mas desfavorables.

Del mismo modo, se observo que el porcentaje de pacientes con niveles elevados
de LDL, colesterol y triglicéridos y bajos de HDL fue mayor en el grupo Estudio,
aunque las diferencias no fueron llamativas ni estadisticamente significativas. En
cualquier caso hay que comentar que a pesar de estas diferencias cuantitativamente
poco importantes en las condiciones potencialmente mas proinflamatorias de los
pacientes del grupo tratado con PRAV no se refleja en diferencias significativas de
los niveles de PCR preoperatoria (grupo E 0,6 +/- 0,5 mg/ml (0,1-1,0); grupo P 0,5
+/- 0,3 mg/ml (0,1-1,4), p = NS).

En cuanto a las variables clinicas operatorias no existieron diferencias
significativas en los tiempos de CEC o pinzamiento adrtico entre ambos grupos,
requisito fundamental para la interpretacion de los resultados, ya que ambos son
importantes determinantes del grado de inflamacién sistémica inducida®’?, como ha
quedado reflejado en la introduccion, y del grado de dano miocardico. Tanto el
tiempo de pinzamiento adrtico como el de derivacion cardiopulmonar estan
directamente relacionados con la liberacion postoperatoria de Tn-I?>¥* y Ia
aparicion de IAM perioperatorio®”. De hecho la elevacién de este marcador de dafio
miocardico esta directamente relacionada con la mortalidad hospitalaria en algunos

estudios®”*.

Aparte del tiempo de pinzamiento adrtico global se estudid también el tiempo
real de isquemia miocardica expresado como el tiempo transcurrido entre dosis
sucesivas de cardioplejia (tiempo en que el miocardio no esta realmente recibiendo
aporte alguno de oxigeno) y la media de esos tiempos. Hubiera podido ocurrir que
un grupo de pacientes hubiese tenido similar tiempo de isquemia global que el otro
pero se le hubiera administrado menos dosis de cardioplejia y, por tanto, los
periodos entre dosis hubieran sido mas largos. El protocolo habitual del Servicio es
administrar cardioplejia hematica después de cada anastomosis coronaria,
habitualmente cada 15-20 minutos. Sin embargo, puede suceder que en un
paciente concreto las dosis se espacien mas por complejidad técnica de las
anastomosis debido a fragilidad de las paredes de los injertos o de las arterias
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coronarias diana, ateromatosis y/o calcificacién difusa de los lechos distales,
dificultades en la exposicion cardiaca por hipertrofia severa (mas frecuente
precisamente en pacientes hipertensos), etc. Tanto el tiempo de isquemia real
absoluto como el tiempo medio de isquemia real fueron similares en ambos grupos.

Del mismo modo el grado de revascularizacién, expresado como numero de
anastomosis distales y porcentaje de pacientes con revascularizacion completa
puede influir evidentemente en la incidencia de dafio miocardico perioperatorio®’®.
En ambos grupos estos parametros fueron similares, asi como el numero de
anastomosis con injerto de arteria mamaria. El endotelio de la arteria mamaria
interna es capaz de producir mas NO que el de otras arterias del organismo,
incluidos otros injertos coronarios como la arteria radial. Ademas, la arteria mamaria
segrega menos sustancias vasoconstrictoras y otras moléculas favorecedoras de la
placa de ateroma. En un estudio reciente bien disefiado, Atsungar y cols.?”’
demostraron que la arteria mamaria interna humana produce significativamente
mas NO que la arteria radial y menos endotelina. Ambos hechos podrian contribuir a
la gran resistencia de la arteria mamaria al desarrollo de la aterosclerosis®® y a la
excelente permeabilidad que presentan estos injertos a largo plazo*®. En el mismo
trabajo se demuestra también que, ante un evento isquémico, la arteria mamaria
produce también significativamente mas O,  que la arteria radial. El alcance de la
influencia de la revascularizacién con injertos exclusivamente de arteria mamaria en
el dafo por ISQ/REP miocardica intraoperatoria asi como en el grado de reaccion
inflamatoria inducido por la cirugia y la CEC no ha sido estudiado hasta la fecha.

EFECTOS SECUNDARIOS ATRIBUIBLES A LA ADMINISTRACION DEL
FARMACO

La administracion de estatinas en la poblacion general se ha demostrado segura
en cuanto a la aparicién de efectos secundarios (fundamentalmente rabdomidlisis,
miositis y hepatitis), con una incidencia global de complicaciones musculares que
ronda el 0,1-0,5% y de rabdomidlisis entre el 0,02 y 0,04% en monoterapia'®.
Estas complicaciones son generalmente reversibles después de la suspension del
farmaco. La estatina que mas efectos secundarios musculares producia era la
cerivastatina (hasta 10 veces mas, especialmente cuando se combinaba con
gemfibrozilo)?®°, por lo que fue retirada del mercado en el afio 2001. La fluvastatina
es la estatina que menos efectos secundarios musculares tiene, porque se
metaboliza por la via del citocromo P450-2C9, escasamente utilizada por otros
farmacos, ademas de sufrir un primer paso hepatico muy intenso y presentar una
disponibilidad sérica muy baja'®. Incluso en las situaciones mas desfavorables,
como son la administracion concomitante con gemfibrozilo a largo plazo®* o,
incluso, en pacientes trasplantados bajo tratamiento concomitante con
ciclosporina®?, los casos de rabdomidlisis son raros. Algunos trabajos demuestran
que la seguridad de la PRAV en este sentido es mayor que para otras estatinas.
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Keogh et al*®® siguieron durante 12 meses a 87 pacientes tratados con 40 mg
diarios PRAV (n = 42) o 20 mg al dia de simvastatina (n = 45). Objetivaron que
aunqgue el control lipidico, el perfil bioquimico hepatico y la tasa de complicaciones
relacionadas con el tratamiento inmunosupresor (infeccidon/rechazo) no variaron
entre ambos grupos; sblo se diagnosticaron casos de rabdomidlisis en el grupo
tratado con simvastatina (0% versus 13,3%, p < 0,05).

El periodo perioperatorio de cirugia cardiaca bajo CEC puede ser mas
problematico en este aspecto. La propia agresion quirirgica y los periodos de
hipoperfusidn tisular que se producen durante la perfusion a bajo flujo o por
periodos de hipotensidn o bajo gasto perioperatorios pueden provocar en si mismos
hipertransaminemia, hiperamilasemia o rabdomidlisis. Sin embargo, son muy
numerosos los estudios que han investigado los efectos de su administracion en
estas condiciones sin que se hayan reportado complicaciones significativas al
respecto!®236240-242281 " Da manera similar al presente estudio, Caorsi et al**
administraron altas dosis de farmaco en el periodo perioperatorio (40 mg al dia
durante 48 previas al procedimiento y una dosis adicional de 40 mg una hora
después de la cirugia) en 21 pacientes y los compararon de manera randomizada
con otros 22 a los que no se administrd el farmaco, sin que evidenciaran efectos
secundarios resefiables.

En este estudio, la administracion de dosis elevadas de una estatina con
relativamente alta biodisponibilidad como metabolito activo sérico justo antes del
procedimiento en pacientes bajo tratamiento crénico con estatinas podria haber
potenciado la aparicion de los efectos secundarios. Sin embargo ni los niveles de
transaminasas ni de CPK o creatinina total fueron significativamente mayores en el
grupo Estudio respecto al grupo control.

En el caso de la CPK total, el grupo Estudio presentd niveles maximos mas
elevados que el grupo Placebo (2054 +/- 1346,4 UI/L versus 1451,2 +/- 1364,5
UI/L), aunque el pequefio tamafio muestral no permitid revelar diferencias
estadisticamente significativas. Tan sblo a las 40 horas postoperatorias, y sin
coincidir precisamente con el pico de ninguna de las curvas, como se puede
observar en la figura 9, la diferencia se aproximoé a la significacion estadistica, con
valores en el grupo Estudio que practicamente duplicaban a los del grupo no
tratado. Con alta probabilidad, la ampliacion del tamafio muestral revelaria
diferencias significativas en este aspecto.

En cualquier caso, la incidencia de una de las mas temibles consecuencias de la

rabdomidlisis en el postoperatorio cardiaco bajo CEC, la insuficiencia renal
postoperatoria, no se vio aumentada por esa elevacion de CPK total.
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La relacidon entre las cifras postoperatorias de CPK total y la disfuncién renal
postoperatoria para este tipo de procedimientos quirdrgicos no estd estudiada
especificamente en la literatura. La insuficiencia renal postoperatoria es una
frecuente complicacién de los mismos®® y las cifras de CPK se elevan de manera
sistematica después de todos los tipos de cirugia mayor. Existen casos descritos de
disfunciéon renal severa asociada a rabdomidlisis intensas que se han relacionado

con la ingesta de fibratos*.

En el contexto de la poblacién estudiada y del tipo de cirugia a la que se le
sometid, la disfuncion renal suele estar muy favorecida por disminucion del aporte
de oxigeno por multiples causas (periodos de hipotension arterial y bajo gasto,
reduccidn de las cifras de hemoglobina, etc.). El rifidn es un érgano muy sensible a
este tipo de insulto y se ha demostrado que basta un nivel bajo de hematocrito
durante la CEC para que se inicie un fracaso renal postoperatorio®*. Por otra parte,
se ha demostrado que las estatinas protegen la funcién renal en el contexto de
ISQ/REP en estudios animales. Gueler y cols.’®® administraron de manera aleatoria
0,5 mg/kg de cerivastatina o placebo 3 dias antes de un episodio de pinzamiento de
la arteria renal durante 45 minutos en ratas sometidas a nefrectomia contralateral.
Estos autores observaron en los animales tratados una disminucién significativa de
las cifras de creatinina y una mejor preservacion del filtrado glomerular asociado a
prevencion de la necrosis tubular histologica. También demostraron una disminucion
significativa de la infiltracion tisular por monocitos y macréfagos, de la
concentracion de factores transcripcionales y de la actividad de la iNOS similar a lo
que se ha observado en nuestro estudio. Por su parte en un estudio similar Joyce y
cols.’® demostraron en un trabajo de similares caracteristicas metodoldgicas que la
PRAV era capaz de conseguir resultados parecidos con un incremento significativo
de la actividad de la eNOS. Estos efectos beneficiosos de las estatinas sobre otros
factores lesivos para la funcion renal podrian neutralizar parcialmente su posible
nefrotoxicidad por el hipotético aumento de las CPK gracias a la neutralizacion del
fracaso renal mediado por otros factores, como son la hipoxemia, la anemia o el
bajo gasto cardiaco.

RESULTADOS CLINICOS POSTOPERATORIOS

Desde un punto de vista puramente clinico, en diversos estudios la
administracion de estatinas ha demostrado una significativa eficacia en el contexto
de la cirugia coronaria. Collard y cols., en un trabajo multicéntrico y prospectivo
sobre 5436 pacientes intervenidos en 70 hospitales de 17 paises, demostraron que
el tratamiento con estatinas era capaz de reducir directa y significativamente la
mortalidad hospitalaria’?®®.  Adicionalmente observaron que la suspension
postoperatoria del farmaco resulté deletérea incluso cuando el resultado se ajustd
para la suspension concomitante de otras medicaciones consideradas hoy en dia
imprescindibles para mejorar el prondstico de este tipo de pacientes, como los
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betabloqueantes, los IECAS o la aspirina. En otros trabajos el tratamiento con este
grupo de farmacos igualmente se ha relacionado con una disminucion de la
incidencia postoperatoria de otros parametros clinicos, como las incidencias de

fibrilacidn auricular'® o accidente cerebrovascular®®.

Sin embargo, en otros trabajos muy recientes con un menor numero de
pacientes en los que se ha comparado la evolucion clinica de enfermos sometidos a
cirugia coronaria, valvular o combinada segun estuvieran bajo tratamiento previo
con estatinas 0 no, no se han hallado diferencias significativas en la incidencia
postoperatoria de IAM, tiempos de intubacién orotraqueal o estancia en UCI,

fracaso renal, mortalidad, etc®®>.

En cualquier caso, en ninguno de estos estudios se reproduce la metodologia
empleada en el trabajo que nos ocupa, en el que los pacientes recibieron una dosis
adicional de PRAV inmediatamente antes de la cirugia tras haber estado bajo
tratamiento crdnico con estatinas.

Como se ha comentado, la CEC provoca una inmediata e intensa activacion del
sistema de complemento que condiciona una intensa infiltracion leucocitaria en el
tejido pulmonar®'?. La eficaz reduccién de la respuesta inflamatoria provocada por la
PRAV en este estudio induciria a pensar en la presencia de beneficios en la funcién
respiratoria perioperatoria y, por ende, repercusion en los resultados clinicos
derivados de ello, como una reduccién en los tiempos de intubacion, estancias en
UCI, complicaciones pulmonares, etc.

Igualmente, se ha demostrado que la PRAV disminuye eficazmente la produccion
de TNF-a. Esta molécula tiene marcadas propiedades cardiodepresoras por
mecanismos mediados por alteracion de la funcionalidad del reticulo sarcoplasmico
a través de modificaciones de la homeostasis del calcio por la esfingosina'®’.
Produce ademas edema de la membrana alvéolo-capilar pulmonar y depdsito
glomerular de fibrina, infiltracién celular y vasoconstriccién renales, con disminucion
de la tasa de filtrado glomerular y disfuncién renal®. Por fin, estd demostrado que el
NO, encontrado en exceso en los pacientes a los que se administrd placebo en este
estudio, inhibe la agregacion plaquetaria ante estimulos y también al endotelio sano
y es capaz de alargar el tiempo de hemorragia™®. A pesar de todo ello y de la
intensa disminucién de la reaccién inflamatoria encontrada, ninguno de los grupos
del presente estudio ha presentado diferencias significativas en los resultados
clinicos. La mortalidad hospitalaria, necrosis miocardica clinica perioperatoria (que
se comentard con mas detalle en el siguiente apartado), arritmias ventriculares o
auriculares, uso de inotrdpicos/balon de contrapulsacién o tiempos de intubacion
orotraqueal, estancia en la UCI o postoperatoria global han sido similares. Tampoco
se han evidenciado diferencias en las tasas de reintervencion por sangrado o
volimenes absolutos de sangrado postoperatorio.
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Sin embargo, como ya se ha comentado, el reducido tamafio muestral analizado
hace muy dificil encontrar diferencias en estos aspectos y se precisarian estudios
con tamafos muestrales adecuados para analizar este punto. Adicionalmente, la
importante seleccion de los pacientes incluidos, todos ellos de perfil bajo de riesgo
para el desarrollo de las complicaciones potencialmente prevenibles con la
administracion del farmaco, hace muy dificil también el hallazgo de beneficios
clinicos. La inclusion en esos estudios de enfermos con depresion de la
contractilidad miocardica, pacientes con riesgo de sufrir una mas intensa reaccion
inflamatoria perioperatoria (tiempos de CEC prolongados, insuficiencia cardiaca o
isquemia en evolucion) o de padecer procesos en los que se observa habitualmente
un exceso deletéreo de NO dependiente de la iNOS, como aquellos con cuadros
infecciosos activos, podrian beneficiarse clinicamente de una manera mas llamativa
que nuestros pacientes estudiados.

EFECTOS EN EL DANO MIOCARDICO POR ISQUEMIA Y REPERFUSION

En cuanto al efecto especifico del farmaco en la atenuacion del dafio por
ISQ/REP provocado por el pinzamiento adrtico, ya se ha demostrado previamente
en multiples trabajos basados en modelos experimentales el beneficio de la
administracion de estatinas en fase aguda a través de mecanismos pleiotrdpicos.

En trabajos iniciales, la mejoria de la funcién endotelial expresada por el
aumento en su capacidad de incrementar la actividad de la eNOS se demostré al
cabo de varias semanas de tratamiento. A este respecto, O Driscoll et al*®® ya
habian sugerido una mejoria de la funcion endotelial al mes de la administracién
continuada de simvastatina en sujetos con hipercolesterolemia, con un aumento de
la respuesta vasodilatadora a la acetilcolina (endotelio dependiente) y una
potenciacion del efecto vasoconstrictor de un inhibidor de la sintesis de NO (L-
NMMA) en el endotelio vascular. Sin embargo, varios afios después, Wolfrum et al**
observaron en ratas pretratadas durante tan solo 7 dias con cerivastatina, beneficios
en la reduccion del area del infarto combinado con una mayor capacidad del
endotelio para aumentar la actividad de la eNOS. Gueler y cols.’® y Joyce y cols.'*
demostraron un efecto similar en cuanto a la preservaciéon post-isquémica, en este
caso de la funcién renal en ratas después de tan sélo 5 y 3 dias de tratamiento con
PRAV vy cerivastatina respectivamente. Por fin, varios trabajos han demostrado que
una dosis Unica previa al insulto isquémico es capaz de ofrecer efectos beneficiosos
en este sentido. Lefer y cols.’®®, en un estudio aleatorizado y controlado,
administraron en monodosis 25 microgramos intravenosos de simvastatina a un
grupo de ratas tan sélo 18 horas antes de provocar una isquemia cardiaca global
durante 20 minutos seguidas de reperfusion. Los animales tratados experimentaron
significativamente menor disminucién de flujo coronario y de disfuncién ventricular
después de la reperfusion que las ratas control, menor infiltracion de leucocitos en
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el tejido miocardico sometido a ISQ/REP, menor expresion de P-selectina endotelial
y un aumento de la produccion de NO endotelial. En otro trabajo similar, este
mismo grupo observd que la simvastatina administrada a ratas a las mismas dosis
atenud el "rolling” la adhesion y la diapédesis leucocitarias inducidas por la L-
NAME, un potente inhibidor de la NOS?®. De esta manera demostraron que la
simvastatina es un potente y efectivo protector del endotelio que reduce de manera
significativa las interacciones entre el endotelio y los leucocitos independientemente
de sus acciones sobre los niveles de colesterol. Por su parte, Di Napoli et al*”’
administraron una Unica dosis de 25 micromoles de simvastatina (similar a la
alcanzada con la via oral a dosis terapéuticas en humanos) a ratas antes de
someterlas a 15 minutos de isquemia cardiaca global y 180 minutos de reperfusion.
Respecto al grupo control, se demostré disminucién de la apoptosis miocitica,
induccion del RNAm-eNOS a través de mecanismos post-transcripcionales y
disminucion del aumento de produccion postisquémica de la iNOS. Por fin, Bell et al,
en un estudio mas reciente demostraron que la administracion de una Unica dosis
de atorvastatina que consigue, de nuevo, concentraciones séricas similares a las
que alcanza la posologia clinica oral en el ser humano disminuia el area de infarto
en ratones sometidos a ISQ/REP', Este efecto fue, de nuevo, dosis dependiente.
Los autores llegaron a la conclusién de que este efecto podia estar mediado por la
potenciacion de la cascada de la fosfatidil-inositol 3-kinasa (PI3K) y su diana, la
serin-treonin kinasa Akt. Jones et al'®> han demostrado que esa administracién en
monodosis permite, incluso, que el corazdon tratado mantenga unas cualidades
hemodinamicas similares al cabo de 6 meses de reperfusion a la de los corazones
no sometidos a ISQ/REP.

Todos estos trabajos experimentales demostraban que no se precisa una
administracion prolongada para conseguir un efecto pleiotropico beneficioso en este
contexto. De hecho, el estudio que nos ocupa demuestra claramente, al menos en
cuanto a la reaccién inflamatoria sistémica se refiere, que la PRAV administrada
segun este protocolo probablemente es capaz de potenciar los efectos pleiotropicos
de la administracion crénica a través del aumento de los niveles plasmaticos de
farmaco en el momento de la agresion pro-inflamatoria y, probablemente, pro-
isquémica. Sin embargo, hay que destacar que no se han medido dichos niveles en
el estudio y que, por tanto, esta afirmacion estd basada en indicios extrapolables
por los resultados obtenidos.

En la practica clinica, la elevacion de marcadores de dafio miocardico es
practicamente sistematica tras cirugia cardiaca con CEC y también en el contexto de
cirugia coronaria sin CEC y sin pinzamiento adrtico. Ademas, estd demostrado que
su magnitud se ha asociado, en recientes trabajos, a incidencia de eventos
cardiovasculares postoperatorios y que, por tanto, se debe conseguir en lo posble la
maxima reduccion del dafio miocardico perioperatorio. En el trabajo de Mohammed
et al®® los niveles postoperatorios de TnT se han relacionado directamente con la

123



incidencia de muerte (odds ratio, 3,20; p = 0,003), muerte o insuficiencia cardiaca
(odds ratio, 2,04; p = 0,008), muerte o necesidad de vasopresores (odds ratio,
2,70; p < 0,001), y del evento compuesto por los tres anteriores (odds ratio, 2,57;
p < 0,001).

A este respecto se han demostrado, efectivamente, beneficios en la preservacion
de la funcién miocardica por la administracion preoperatoria de estatinas en
pacientes sin hiperlipidemia. Mannacio et al*® administraron 20 mg al dia de
rosuvastatina a 100 pacientes de manera randomizada y controlada con la
administracion de placebo a otros 100 pacientes, todos ellos candidatos a cirugia de
revascularizaciéon coronaria altamente seleccionados, una semana antes del
procedimiento. Los autores demostraron una reduccion significativa en la elevacion
de marcadores de dafio miocardico (Tn-I, mioglobina y CPK-MB masa), una
reduccion de la necesidad de inotropicos postoperatorios y una atenuacion de la
reaccion inflamatoria clinica expresada como una menor elevacion de los niveles de
PCR. Ademds, como ya se ha observado en otros estudios comentados®,
demostraron también una reduccion significativa del 44% en la incidencia de
fibrilacién auricular (OR, 0,46; 95% CI, 0,22-094; p =.03). Por su parte, Berkan et
al’®* demostraron en otro estudio aleatorizado que los pacientes a los que se les
administro fluvastatina a dosis de 80 mg al dia durante 3 semanas previas a cirugia
de revascularizacion coronaria necesitaron menos inotrdpicos y precisaron menores
estancias en UCI y hospitalarias que los tratados con placebo. Por su parte,
Martinez-Comendador y cols. observaron que los pacientes sometidos a cirugia
coronaria, valvular o combinada que estaban bajo tratamiento cronico con estatinas
presentaban una menor reaccién inflamatoria sistémica y una significativa reduccién
de los marcadores de dafio miocardico postoperatorio®®® aunque, como ya se ha
mencionado, no observaron traduccion en cuanto a beneficios puramente clinicos
(reduccidn de la incidencia de IAM, de la estancias hospitalarias, etc).

Sin embargo, de nuevo ninguno de estos estudios reproduce la metodologia
empleada en el presente trabajo. Los pacientes de los grupos tratados con placebo
no recibieron estatinas preoperatoriamente en ningiin momento y, de hecho, en la
mayoria de ellos la media de LDL en los grupos comparados rondaba cifras en torno
a 120mg/dl (lejos del supuesto objetivo reconocidamente beneficioso de los
100mg/dl y muy lejos de los 70mg/dl que parecen el objetivo al que se tiende
recientemente®™). Como es bien conocido, los pacientes con cardiopatia isquémica
presentan una disfuncién endotelial®®, mas marcada en caso de hiperlipidemia'®!
que es mejorada significativamente con el tratamiento previo con estatinas®®. Por
ello estos farmacos son considerados hoy en dia una indicaciéon de primera linea en
la prevencidén secundaria de eventos cardioldgicos después de cirugia coronaria,
independientemente de los niveles de LDL que tenga el paciente®®. Los resultados
de estos trabajos no son a priori, por tanto, extrapolables a la estrategia seguida en
este estudio. En él supuestamente todos los pacientes, incluidos los del grupo
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tratado con placebo, tenian su funcién endotelial optimizada por un tratamiento
cronico con estatinas y, por tanto, se ha tratado de demostrar un beneficio con una
administracion adicional que aumentara los niveles séricos de farmaco activo en el
momento del insulto isquémico e inflamatorio. El presente trabajo trata de
reproducir, por tanto, un beneficio en el contexto mas habitual del enfermo con
cardiopatia isquémica sometido hoy en dia a cirugia coronaria. Actualmente se
tiende a una progresiva reduccidn de las cifras diana de LDL** e, incluso, a la
expresa persecucion no sélo de una reduccion en los niveles de colesterol, sino
también en la reaccién inflamatoria clinica®®. Por todo ello actualmente existen
pocos pacientes con enfermedad coronaria que no estén bajo tratamiento crénico
con estatinas en el momento de la cirugia.

Por otro lado, la llamativa reducciéon de la reaccion inflamatoria perioperatoria
demostrada y que se comentara mas adelante, podria tener beneficios en cuanto a
la proteccién de la funcién miocardica en el periodo postoperatorio inmediato en
pacientes menos seleccionados que los incluidos en el presente estudio. Entre los
criterios de exclusién del presente trabajo figuran la inestabilidad hemodinamica en
el momento del procedimiento (shock o EAP de origen cardiaco), la necesidad de
tratamiento inotrdpico y/o BIACP preoperatorio, los procedimientos emergentes o
urgentes asi como la presencia de angina de reposo menos de 48 horas antes del
procedimiento. Tan sélo un paciente de cada grupo presentaba una FEVI inferior al
50% y en ambos casos era mayor del 40%.

Tras un insulto isquémico se produce un periodo de aturdimiento miocardico
mediado por mecanismos aun no del todo dilucidados. La actuacién de los radicales
libres generados durante la ISQ/REP, un metabolismo anormal del calcio o, incluso,
la oxidacion de acidos grasos libres de las membranas celulares podrian ser los
generadores de este fendmeno®® que en muchas ocasiones provoca disfuncidn
ventricular transitoria.

La perfusion del corazédn con un medio rico en radicales libres produce disfuncion
ventricular y cambios bioquimicos similares a los producidos por la ISQ/REP** que,
ademds, son neutralizados por superdxido dismutasa y catalasa®. Como se ha
sugerido previamente, el TNF-a posee un significativo efecto depresor de la
contractilidad miocardica®*. Su liberacion induce clinicamente hipotension, fiebre,
produccidn de reactantes de fase aguda e hipoalbuminemia®. En los pacientes con
sepsis, el lipopolisacarido es un potente estimulo para la liberacion de esta
citoquina, cuyo mayor reservorio es, precisamente, el cardiomiocito. De hecho, se
ha demostrado que la administracion de anticuerpos anti-TNF es capaz de mejorar
la funcién ventricular en pacientes con shock séptico’?. Después de una cirugia
cardiaca se ha demostrado de igual manera un patrén tipico de disfuncién
ventricular que ocurre también en los enfermos con funcién ventricular izquierda
preoperatoria normal. Mangano et al estudiaron la funcién contractil postoperatoria
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y observaron que en todos los pacientes sometidos a revascularizacion coronaria
con CEC y pinzamiento adrtico se produce una disfuncion biventricular que se inicia
tan precozmente como en los primeros 15 minutos después de la finalizacion de la
derivacion cardiopulmonar®®. El grado y la duracién de la disfuncién dependen en
gran manera de la FEVI preoperatoria y de la existencia de disincronias
ventriculares preoperatorias. La maxima expresion se observa entre 4 y 6 horas
después de la finalizacion de la CEC y la recuperacion suele ser completa a las 24
horas postoperatorias, aunque en enfermos con alteracién contractil previa la
disfuncién ventricular observada es mayor y mas duradera®®*. Este patron temporal
se relaciona intimamente con las concentraciones maximas de TNF-a'* y otras
citoquinas pro-inflamatorias con propiedades cardiodepresoras como la IL-6'%11°,

Por su parte, los pacientes con disfuncion ventricular e insuficiencia cardiaca
cronicas presentan ademas una activacion cronica del sistema adrenérgico y de los
niveles de noradrenalina como mecanismo compensador inicial, objeto fundamental
del tratamiento con betabloqueantes de estos pacientes. La activacion
betaadrenérgica cronica perpetla a la larga efectos deletéreos. Se produce aumento
del consumo de oxigeno e isquemia miocardica por elevaciones de la postcarga y la
precarga ventricular, incremento del estrés oxidativo y finalmente induccién de
fibrosis y necrosis miociticas con dilatacion y remodelado ventricular que
incrementan en su conjunto la disfuncién contractil®®>. Ademds se produce una
desensibilizacion de los receptores betaadrenérgicos, mediada por la activacion de
kinasas de dichos receptores®®® que, de hecho, se ha visto contrarrestada con la
manipulacién genética a través de adenovirus de la expresion de dichas enzimas,
concretamente la kinasa del receptor betaadrenérgico-12’. Esta desensibilizacion
cronica induce adicionalmente una menor respuesta de estos pacientes al
tratamiento inotrdpico postoperatorio y, por tanto, un manejo mas complejo.

Por otro lado, la activacion de la iNOS mediada por citoquinas o igualmente por
lipopolisacarido produce depresidon de la contractilidad miocardica en pacientes con
sepsis combinada a wuna deficiencia en Ila respuesta a las drogas
betaadrenérgicas®*®**. Ademas, se ha demostrado una mejoria en la contractilidad
miocardica®® y en la supervivencia®® de pacientes con endotoxemia tras la
administracion de inhibidores de la NOS. El NO producido por la iNOS en este
contexto de exceso de aniones superoxido demostrado en el presente trabajo en el
grupo placebo genera grandes cantidades de peroxinitrito y OH ™%,

Por todo ello, la significativa reduccién de la liberacion de TNF-a y de iNOS
observada deberia tener repercusiones positivas en la funcidn ventricular
postoperatoria y, por tanto, en la necesidad de inotrdpicos, BIACP, etc. En
definitiva, deberia influir como ya se ha sugerido previamente en la evolucién clinica
de pacientes mas vulnerables que los estudiados, es decir, con cuadros isquémicos
en evolucidn o disfuncién ventricular sistolica preoperatorias, maxime cuando sean
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sometidos a un insulto inflamatorio mas severo (tiempos de CEC o pinzamiento
aortico prolongados).

La mediacion de la intensa e inevitable activacion del complemento por el
contacto de la sangre con las superficies no endotelizadas del sistema de derivacion
cardiopulmonar en el dafio miocardico por ISQ/REP se pone de manifiesto porque
se ha demostrado una relacién entre las concentraciones tisulares de ciertas
proteinas del sistema de complemento’, incluido el MAC’® en el tejido miocardico
afectado con la infiltracion leucocitaria y el dafo tisular final. La supuesta mayor
disponibilidad endotelial de NO proporcionada por la estatina explicaria una menor
interaccién entre el endotelio y el NEU, una menor infiltracién leucocitaria y una
reduccidon de todas las consecuencias que ello tiene para el tejido (liberacion de
radicales libres, proteasas, etc.). Como se justificarda mas adelante, este hecho
podria ser la explicacion de una menor reaccion inflamatoria sistémica, coincidente
con aparentemente paraddjicos mas bajos niveles de NO en sangre. Esta
demostrado que existe relacidn intima entre el tiempo de isquemia y el tamaio del
infarto con la cantidad de NEU acumulados en el miocardio'® y que la deplecién de
los leucocitos circulantes o su anulacién disminuye el dafio por reperfusion'**,

Desafortunadamente, en el presente estudio no disponemos de muestras
tisulares miocardicas para demostrar que el tratamiento con PRAV realmente ha
inducido una menor infiltracién leucocitaria en el miocardio, lo cual nos podria dar
luz acerca del efecto intimo del farmaco en el miocardio.

Por otro lado, estd demostrado que en enfermos con sindromes coronarios
agudos (angina inestable o IAM) se suscita una reaccién inflamatoria®>®'% cuya
magnitud puede ademas ser un factor predictor de nuevos eventos isquémicos
futuros. En un clasico estudio, Haverkate et al>®* siguieron durante dos afios a mas
de 2000 pacientes después de un episodio de angina estable o inestable y
objetivaron que aquellos que presentaban las mayores elevaciones de PCR durante
el evento isquémico tenian dos veces mas probabilidades de padecer una
recurrencia. Las consecuencias de la propia exagerada reaccion inflamatoria afadida
a este contexto por la CEC y el dano adicional por la ISQ/REP miocardicas
perioperatorias en la evolucién de la permeabilidad de los injertos coronarios o la
progresion de la enfermedad aterosclerotica postoperatoria no estan estudiadas.

En el presente trabajo se demuestra que en la sangre del seno coronario de los
pacientes del grupo tratado a los 30 minutos de la reperfusion existe una
atenuacion en la liberacion de NFkB, INF-y, O, e IL-10, asi como un aumento de la
concentracion de NO. En este aspecto el estudio esta limitado por el hecho de que
no se poseen datos simultaneos de la sangre sistémica para comprobar si existe
realmente en ese momento un gradiente de las concentraciones de marcadores
inflamatorios, liberacion de radicales libres y NO entre la sangre arterial periférica
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que esta irrigando el capilar miocardico a través de los ostia coronarios y la sangre
del seno coronario que recoge los productos del metabolismo cardiaco. Los datos de
los que disponemos sugeririan que esto no es asi, ya que groseramente no se
evidencia un gradiente en la liberacion de acido lactico en el seno coronario
respecto a la sangre arterial periférica en ninguno de los grupos en los dos
momentos en los que se extrajeron estas muestras (a los 2 y 30 minutos después
del despinzamiento adrtico). Por otro lado, como ya se ha comentado anteriormente
tampoco se evidencia traduccién clinica de esa supuesta proteccion del miocardio
frente a la ISQ/REP. Los resultados de este trabajo no consiguen demostrar un
beneficio en el grupo Estudio en cuanto a la elevacién postoperatoria de los
marcadores de dafio miocardico (CPK-MB y Tn-I). Se produjo una liberacion mayor
de CPK-MB en casi todas las determinaciones en el grupo Estudio, pero las
diferencias no resultaron significativas. Como es sabido, la CPK-MB no es especifica
para musculo cardiaco, y una fraccion variable de CPK total segin los grupos
musculares esqueléticos de los que se trate esta formada por CPK-MB. Por ello se
compard también el porcentaje de la CPK total maxima que correspondia a CPK-MB
en cada grupo. Las diferencias, aunque favorables al grupo tratado con PRAV en
cuanto a una menor proporcion de CPK-MB, no resultaron tampoco significativas.
Aungue se observé una tendencia a una liberacidon superior de Tn-I entre las 8 y las
40 horas y en la concentracion maxima de Tn-I en el grupo Placebo respecto al
grupo Estudio, no se evidenciaron diferencias significativas tampoco en este caso.
Sin embargo, datos indirectos que se comentaran posteriormente ante los hallazgos
obtenidos en la prevencién de la respuesta inflamatoria hacen pensar que la
atenuacion del dafio por ISQ/REP pueden estar implicados en una menor
amplificacion de la respuesta inflamatoria provocada por la CEC. No en vano uno de
sus principales desencadenantes es, como se ha comentado, el fenédmeno isquémico
y la subsiguiente reperfusion. En cualquier caso, es evidente que la extraccion
aislada de sangre del seno coronario no discrimina entre el dafio por ISQ/REP
miocardicas y la reaccién inflamatoria inducida por la cirugia y la CEC. Sin embargo,
las alteraciones en las concentraciones de las moléculas implicadas en ambos
fendmenos se ven reflejadas en dicha muestra, por lo que es mas probable que si
realmente existe un gradiente magnifique ain mas las diferencias que, como
veremos, se producen en el contexto de la reaccion inflamatoria por si misma.

Hasta el momento actual las recomendaciones para el inicio del tratamiento con
estatinas en el contexto de reperfusion clinica tras sindromes coronarios agudos no
incluyen a este grupo de farmacos en la fase aguda del proceso?*°3%3%, En el caso
del sindrome coronario sin elevacion del segmento ST la recomendacién es
comenzar con el tratamiento con estatinas entre las 24 y 96 horas del ingreso en
pacientes con LDL mayor de 100mg/dl, y como recomendacion tipo I1a**. Para el
IAM vy el postoperatorio se recomienda comenzar con las estatinas al alta
hospitalaria, aunque en estos casos se incluyen pacientes con niveles normales de
colesterol y LDL3®. Tampoco existen recomendaciones al respecto en el contexto de
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la reperfusion mediante procedimientos percutaneos. En caso de que se pudiera
confirmar en humanos un beneficio después de dosis Unicas en cuanto a la
respuesta inflamatoria, las indicaciones se podrian extender a los primeros
momentos tras los eventos agudos.

Finalmente se debe comentar que en este estudio la estatina que los pacientes
tomaban de manera cronica preoperatoriamente no fue administrada la noche
previa a la cirugia, como se ha dicho, para evitar interferencias entre otros tipos de
estatinas asi como niveles exageradamente elevados de farmacos que pudieran
potenciar sus efectos secundarios. Existen trabajos en los que se demuestra que los
efectos protectores sobre el dafio por ISQ/REP pueden anularse en caso de
suspension relativamente prolongada del tratamiento. Experimentalmente, Gertz en
at™® han demostrado que la atorvastatina a dosis de 10 mg/kg administrada
durante 14 dias es capaz de reducir el tamafo del infarto cerebral en ratones
sometidos a isquemia mediante ligadura de 1 hora de duracién de la arteria cerebral
media y reperfusion durante 23 horas. Ademas la suspension de la estatina 4 dias
antes anula este beneficio en cuanto al tamafio del infarto. Tras 2 dias sin
tratamiento la expresion del RNA-m de la eNOS se reduce 2,3 veces en cerebro y 5
veces en aorta, y tras 4 dias sin tratamiento sus niveles se igualan a los de los
animales controles. Parece que en la rapida disminucion de la sintesis de NO esta
implicada la trascripcién del gen de la Rho-GTPasa. Precisamente la regulacion al
alza de la eNOS durante el tratamiento con estatinas parece deberse, como ya se ha
comentado previamente, a la inhibicién de la geranilgeranilacion de esta pequeia G-
proteina Rho'®. Clinicamente la retirada de la estatina en pacientes diagnosticados
de sindrome coronario agudo que estaban bajo tratamiento previo aumento la
incidencia de eventos cardiovasculares desfavorables respecto a los que estaban
tratados previamente con estatinas e, incluso, a los que no tomaban estos farmacos
previamente. En este Ultimo caso la diferencia no alcanzé significacion estadistica®®.

En este estudio la suspension de la estatina no llegd a ser mayor de 6-8 horas.
La primera dosis no administrada fue la de la noche previa a la cirugia. Por ello, es
poco probable que, en pacientes bajo tratamiento cronico con el farmaco, estas
horas de retirada pudieran tener un efecto deletéreo en los pacientes del grupo
Placebo.

EFECTOS EN LA REACCION INFLAMATORIA PERIOPERATORIA

A pesar de que, como ya se ha comentado, no se ha podido demostrar un
beneficio clinico ni analitico directo en cuanto al dafio miocardico por ISQ/REP en
estos subgrupos de pacientes, en el presente estudio se ha observado una llamativa
reduccidon de la respuesta inflamatoria en el grupo tratado, tanto antes de la CEC
como después de la finalizacion de la misma. Dada la intima relacion entre la
reaccion inflamatoria sistémica y la producida por la ISQ/REP del corazén y de otros

129



organos durante la derivacion cardiopulmonar, ha sido necesario un exhaustivo
estudio de los efectos de la estatina sobre la inflamacion sistémica.

Respuesta inflamatoria quirdrgica previa a la circulacion
extracorpdrea

MARCADORES INESPECIFICOS DE INFLAMACION

En lo que respecta a los marcadores inespecificos de inflamacién (NFkB y
citoquinas) y radicales libres medidos durante la cirugia en la sangre del seno
coronario antes del inicio de la CEC, la administracion de PRAV previa a la
intervencién amortigud significativamente la liberacién de TNF-a, INF-y y factor
transcripcional en las determinaciones realizadas. Consecuentemente no se
objetivaron diferencias significativas en sus niveles entre el grupo Estudio y los
voluntarios sanos. Los pacientes a los que se les administré placebo, por el
contrario, presentaban en ese momento niveles de dichas moléculas
significativamente mas elevados que los controles sanos. Tanto los niveles de la
interleuquina anti-inflamatoria IL-10 como los de O, resultaron elevados en grado
similar en ambos grupos respecto al grupo sano.

La agresidon quirlrgica en si, independientemente de la CEC, produce una
respuesta inflamatoria proporcional al grado de lesion causado, como se ha
demostrado previamente en otros tipos de cirugia no cardiaca. Chaudhary et al*®
demostraron ya en 1999 que la colecistectomia laparoscdpica inducia una respuesta
inflamatoria significativamente mas atenuada que la realizada a través de un
abordaje convencional medida a través de la liberacion de TNF-a, PCR y radicales
libres derivados del oxigeno. En cirugia coronaria, por el contrario, Diegeler et al*®
disefiaron un interesante estudio en el que se compard la respuesta inflamatoria
inducida por el procedimiento practicado por esternotomia media y por mini-
toracotomia izquierda. No observaron diferencias relativas al abordaje quirdrgico en
la liberacion de citoquinas y complemento, probablemente debido a que en este
caso la diferencia de la agresion quirdrgica entre ambas técnicas no es tan llamativa
como en el trabajo anterior.

En trabajos aleatorizados que han estudiado el efecto de la liberacion de
citoquinas en el perioperatorio de cirugia coronaria con CEC después de
tratamientos mas o menos prolongados con estatinas se ha observado que los
niveles de estas moléculas inflamatorias previas al inicio de la induccidén anestésica
y, por tanto, de la agresion quirlirgica, son similares en los grupos tratados y no
tratados a pesar de presentar perfiles lipidicos diferentes. Chello et al*** observaron
que las concentraciones de IL-6, IL-8 y TNF-a previas a la cirugia eran similares en
el grupo de pacientes tratados durante tres semanas con atorvastatina que en el
tratado con placebo a pesar de que el grado de control de la hiperlipidemia en el
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grupo tratado era significativamente mas favorable. Estos datos hacen pensar que
efectivamente, la administracién aguda de la estatina previa a la cirugia es la
responsable de estos hallazgos, dado que todos nuestros pacientes estaban tratados
con estatinas a dosis similares y con un control similar de la dislipemia antes de
dicha sobreadministracion.

Por su parte, se ha observado que la activacion de la respuesta inflamatoria por
el trauma quirdrgico potencia la activacion de la molécula anti-inflamatoria IL-
10%%?!, a diferencia de lo que sucede en otros estados proinflamatorios como el
sindrome coronario agudo, en el que se ha observado un desequilibrio entre las
citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias a favor de las primeras, con elevacion
de INF-y y TNF-a y disminucion de IL-10'®. Los incrementos de su concentracion
son maximos a las 4 horas del trauma quirurgico y vuelven a la normalidad a las 24-
48 horas tras el mismo®??!, Como se ha dicho, esta molécula modula la respuesta
inflamatoria a través de la inhibiciébn de la sintesis de multiples citoquinas en
diversas situaciones. En pacientes con insuficiencia cardiaca, donde existe un
disbalance ente la actividad de los linfocitos Thl y Th2 y el subsiguiente sustrato
proinflamatorio, se observa que la IL-10 esta disminuida, lo cual contribuye a la
preponderancia de la actividad proinflamatoria respecto a la antiinflamatoria®”. De
igual modo, se ha demostrado que los pacientes con angina inestable presentan
niveles de IL-10 mas bajos que aquellos diagnosticados de angina estable®®, Sin
embargo, el comportamiento de los niveles de IL-10 ante diversas situaciones
inductoras de reaccién inflamatoria en respuesta a la administracion de estatinas
(aparte de la originada por la CEC de la que se hablard mas adelante) es todavia
muy contradictorio. Se ha demostrado que las estatinas potencian la sintesis de IL-
10 en el contexto del IAM®® y que ello podria tener que ver con los efectos
favorables de estos farmacos en cuanto al remodelado y la funcién ventricular. Li et
al administraron durante 4 semanas atorvastatina a dosis bajas (20 mg/dia) versus
placebo a pacientes después de un episodio de angina inestable y observaron una
significativa reduccion de los niveles de PCR y un incremento de los de IL-10 al final
de ese periodo®®, aunque es cierto que en el grupo tratado con placebo el control
de la hiperlipidemia fue menos favorable, como era de esperar, que en el grupo
tratado. En recientes modelos experimentales de miocarditis inducida por inyeccion
de Coxsackievirus B3 en ratas se ha observado igualmente que la PRAV a dosis
elevadas consigue aumentar los niveles de IL-10 y mejorar el balance INF-y/IL-
10*°, Sin embargo, en modelos de ISQ/REP cardiaca en ratas se ha demostrado
que la atorvastatina es capaz de disminuir el tamano del infarto y de disminuir la
expresion del RNA-m del TNF-a pero con una reduccion concomitante de la
concentracion de IL-10. Los autores concluyen que esta IL antiinflamatoria no esta
implicada en los mecanismos protectores del miocardio por los cuales actua la
estatina®'’. De manera similar, en un modelo experimental Almeida et al
administraron de manera randomizada y controlada por placebo simvastatina a
ratas a las que se provocd experimentalmente pancreatitis aguda. El farmaco
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consiguid reducir los niveles de mieloperoxidasa pulmonar y una tendencia hacia
una mayor supervivencia de las ratas tratadas. Sin embargo no se objetivaron
cambios en otros parametros monitorizados (permeabilidad vascular pancreatica,
contenido tisular de agua, niveles de amilasa e IL-6 en suero y niveles de TNF-a en
liguido ascitico). Todo ello se acompaiid, de nuevo, de una reduccién de los niveles
de IL-10 plasmaticos®.

Por otro lado, hasta donde conocemos, no se ha estudiado si las estatinas son
capaces de potenciar o atenuar la sintesis de esta citoquina en el contexto de la
reaccion inflamatoria inducida por el trauma quirtrgico per se. En nuestro caso, a
pesar de una respuesta inflamatoria pre-extracorpdrea atenuada por el farmaco, se
ha observado una similar concentracién en sangre de esta molécula en el grupo
tratado y en el grupo Placebo vy significativamente superior en ambas a la detectada
en la sangre de los controles sanos. Posteriormente se analizara el comportamiento
en ambos grupos tras el inicio de la CEC, lo cual, como se comentara mas adelante,
arroja si cabe aun mas confusion al analisis de la evolucién temporal de las
concentraciones de esta molécula.

En cuanto al estrés oxidativo y la liberacién de radicales libres, se ha observado
en diferentes estudios experimentales®? y clinicos®**** que durante el trauma
quirdrgico y en el periodo postoperatorio inmediato, la produccion de O, esta
disminuida. Ello probablemente es debido a la disfuncidon de la actividad de los NEU
generada por el acto quirdrgico. Coincidiendo con ello, Kudou et al*'®> demostraron
en varios tipos de cirugia que la actividad de la superdxido dismutasa estaba
disminuida durante todos los procedimientos quirtrgicos. En el presente estudio se
observa, sin embargo, una elevacion de la produccion de O, después de la
esternotomia y la diseccién de los injertos coronarios antes de la CEC en ambos
grupos. En el trabajo de Orhan et al se observé de manera similar que la capacidad
de produccidn de radicales libres tras cirugia coronaria sin CEC estaba aumentada'’.
En este caso el 70 y 80% de pacientes de cada grupo eran hiperlipidémicos v,
aunque en el estudio no queda expresamente reflejado, al menos ese porcentaje de
pacientes, si no todos, estarian presumiblemente en tratamiento preoperatorio con
estatinas.

La elevacion de las concentraciones del radical libre antes del inicio de la CEC en
cirugia coronaria, a diferencia de lo que ocurre en otros tipos de cirugia, puede
sugerir que en pacientes dislipémicos y aterosclerdticos la hiperlipidemia disminuye
la liberacién de NO por parte del endotelio al aumentar su catabolismo por radicales
superdxido’®. Ademds los niveles elevados de LDL pueden interferir con el
transporte activo de la L-arginina en la célula endotelial, rompiendo la cadena L-
arginina-eNOS y disminuyendo asi la sintesis de NO, con lo que a su vez aumentan
la produccién de radicales superdxido'®. Aunque en este trabajo los pacientes
tenian controlados los niveles de lipidos mediante el tratamiento crénico con
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estatinas, los niveles de LDL no estaban por debajo de 100 mg/dl de manera
rutinaria, tal y como se recomienda hoy en dia. Los resultados de este estudio
demuestran que la administracion de la estatina en dosis Unica, inmediatamente
antes del inicio de la cirugia, reduce efectivamente esa liberacién de radicales libres
en el grupo tratado respecto al placebo y que este efecto se mantiene durante
todas las mediciones realizadas posteriormente.

MOLECULAS DE ADHESION

En cuanto a las moléculas de adhesion, los pacientes del grupo Placebo
presentaron elevaciones significativas en el seno coronario antes de la CEC en las
concentraciones de todas las moléculas de adhesidon solubles estudiadas (sP-
selectina, sL-selectina, sICAM y sCD18) respecto al grupo de controles sanos
mientras que en el grupo tratado con estatinas soélo se evidencid una elevacion
significativa de CD18 soluble.

Como se ha descrito, la inflamacion puede regular a la baja la expresion de L-
selectina en la superficie de los leucocitos por desprendimiento de su membrana,
con el consiguiente aumento de sus niveles plasmaticos como formas solubles'®. La
elevacion de las moléculas de adhesion es normal durante la cirugia coronaria antes
de la CEC. Berkan et al*® estudiaron los niveles de sP-selectina en pacientes
candidatos a cirugia de revascularizacion después de la administraron de
fluvastatina a dosis elevadas durante las 3 semanas previas y observaron que los
niveles de la molécula estaban significativamente elevados ya antes del pinzamiento
aortico, que se suele realizar a los pocos minutos del inicio de la derivacion
cardiopulmonar. Sin embargo no se encontraron diferencias significativas en ese
momento entre ambas concentraciones y si en todas las determinaciones
posteriores a la CEC. Curiosamente en este caso, los pacientes pretratados
presentaban antes de la cirugia niveles superiores de la molécula que los no
tratados. De nuevo, en este estudio no se administrd una dosis de carga
inmediatamente a la cirugia como fue nuestro caso, por lo cual los resultados
pueden no ser superponibles.

PRODUCCION DE OXIDO NITRICO Y NIVELES DE iNOS

La concentracion de NO y de iNOS en el seno coronario antes de la CEC en el
grupo Placebo fue significativamente mayor que en la sangre de las personas del
grupo de controles sanos mientras que en el grupo Estudio ambas se mantuvieron
en concentraciones similares. No se determinaron los valores preoperatorios de
ambas moléculas en nuestros pacientes, por lo que no sabemos si las
concentraciones basales antes de la derivacion cardiopulmonar eran ya diferentes
en ambos grupos ni su relacion con los valores de los voluntarios sanos.
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Existen muy pocos estudios en los que se hayan determinado los valores
normales de NO en personas sanas. Elli y cols.*!® estudiaron en 2005 a 296 nifios
sanos Yy observaron que sus niveles varian con la edad, de manera que son maximos
en los primeros 36 meses de vida y alcanzan niveles estables a partir de entonces.
De la misma manera, Ghasemi et al han determinado recientemente los valores de
referencia en una poblacién adulta sana no fumadora y han observado valores de
nitratos/nitritos muy variables, con el 95% de las muestras entre 11,5 y 76,4
micromol/L en varones y entre 10,1 y 65,6 micromol/L en mujeres®"’. Estos valores
son similares para ambos sexos cuando se ajustan por edad y alcanzan de nuevo un
pico en la edad adulta a los 50-60 afios>'®. Por otro lado, en el contexto de la cirugia
cardiaca, existen numerosos estudios que han comparado los valores de NO*#! y
de iINOS*® antes y después de iniciada la CEC. Sin embargo, en ninguno de ellos se
han comparado los valores previos a la cirugia con los previos a la derivacion
cardiopulmonar y después de un periodo mas o menos prolongado de
procedimiento quirdrgico. En cambio, se ha demostrado que en los procedimientos
de cirugia coronaria sin CEC los valores plasmaticos de NO se mantienen estables
durante todo el procedimiento y permanece en dichos niveles y sin modificaciones
significativas hasta 120 horas tras la cirugia®'’.

Estos datos aparentemente difieren de lo hallado en el presente estudio, en el
cual los pacientes del grupo Placebo que no recibieron estatina preoperatoria
presentaban valores de NO e iNOS superiores a los del grupo Estudio y al de los
controles sanos. Sin embargo, los valores basales preoperatorios medios de ambos
grupos en el trabajo de Schulze y cols. superaban los 20 micromol, muy por encima
de los observados en nuestro grupo Estudio y de los controles sanos y similares a
los del grupo Placebo. En dicho trabajo no se menciona el grado de control de la
hiperlipidemia que presentaban los pacientes ni el porcentaje de ellos que estaban
preoperatoriamente tratados con estatinas. EI motivo por el cual los pacientes del
grupo Placebo presentaron una elevacién de los valores de estas moléculas entre el
inicio del procedimiento quirtrgico y el inicio de la CEC no esta claro. Por otro lado,
el efecto de la administracion de estatinas en su liberacion en el contexto de
procedimientos quirurgicos sin CEC no ha sido estudiado previamente.

Respuesta inflamatoria inducida por la circulacion extracorpodrea

De manera llamativa, y como hallazgo mas significativo del estudio, la
administracion de PRAV en dosis Unica preoperatoria en pacientes bajo tratamiento
cronico con estatinas de su hiperlipidemia consigue atenuar de manera intensa y
relativamente duradera la reaccion inflamatoria inducida por la CEC.

En lineas generales, la respuesta inflamatoria sistémica post-CEC se caracteriza
precisamente por una liberacién exagerada de factores proinflamatorios como la IL-
1, IL-6 e IL-8, asi como de TNF-a, y la magnitud de sus concentraciones se ha
correlacionado con el desarrollo de complicaciones postoperatorias®'*3%,
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MARCADORES INESPECIFICOS DE INFLAMACION

1. Proteina C-reactiva

La PCR es un marcador inespecifico de inflamacion que ha sido ampliamente
utilizado para cuantificar la reaccidon inflamatoria en multiples contextos clinicos.
Ademas, cada vez es mayor la evidencia que relaciona la PCR con la aparicion de
eventos cardiovasculares, muy especialmente para el caso de la cardiopatia
isquémica. No en vano es sobradamente conocido desde hace afios que el proceso
aterosclerético esta intimamente ligado a la inflamacion. A los hallazgos del clasico
estudio de Haverkate et al sobre el seguimiento de pacientes después de un evento
isquémico agudo®® se afiaden los datos proporcionados por un muy reciente analisis
de mas de 15.000 pacientes originariamente incluidos en el estudio aleatorizado
JUPITER. En él se demostrd que reducir las cifras de LDL por debajo de 1,8 mmol/L
(70 mg/dl) mediante tratamiento con estatinas reducia un 55% (RR 0,45, IC al 95%
0,34-0,60, p<0,0001) la aparicién de eventos cardiovasculares (muerte de origen
cardiovascular, IAM o accidente cerebrovascular no fatales, angina inestable o
revascularizacion coronaria) al cabo de un seguimiento medio de tan sélo 1,9 afios.
Adicionalmente se objetivd que mantener concentraciones de PCR de alta
sensibilidad menores de 2 mg/dl se asociaba a un 62% de reduccion de dichos
eventos (RR 0,38, IC al 95% CI 0,26-0,56, p<0,0001) y un 65% en los enfermos
que conseguian ambos objetivos, en comparacion con un 33% en aquellos que sélo
conseguian uno o ningun objetivo. Cuando se conseguia mantener LDL menor de 70
mg/dl y PCR menor de 1 mg/dl el beneficio se incrementaba ain mas (79%, RR
0,21, IC al 95% 0,09-0,52)*°'. De manera todavia mas sorprendente, el beneficio de
la reduccion de la PCR se mantenia independientemente de los rangos de reduccion
de LDL conseguidos. La relacién entre el incremento de los niveles de PCR y el
riesgo cardiovascular se observa incluso en grupos poblacionales orientales en los
que las concentraciones basales de PCR en la poblacion sana son significativamente
mas bajos que en la poblacién occidental®®’. La capacidad de prediccion de eventos
cardiovasculares se ha extendido también a otras areas, de manera que se ha
demostrado que los valores de PCR preoperatorios en cirugias no cardiacas son

predictores de mortalidad y morbilidad cardiovascular a largo plazo®*.

En el contexto del trauma quirdrgico, como es logico la PCR se incrementa
postoperatoriamente de manera significativa debido a la reaccion inflamatoria
provocada por el trauma operatorio en si. El aumento de sus concentraciones,
ademas, se ve efectivamente potenciado por la CEC. En el trabajo de Schulze y
cols.”*® se determinaron las curvas de liberacién de PCR en el postoperatorio de
cirugia coronaria con y sin derivacion cardiopulmonar y se demostré que en ambos
casos la concentracion de PCR era superior a los valores preoperatorios en las
determinaciones de las 6 y las 120 horas. Sin embargo, los pacientes sometidos a
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CEC presentaban un incremento significativamente superior y ademas mucho mas
duradero, persistente en la muestra de las 120 horas. A diferencia de ello los
pacientes sin derivacion cardiopulmonar las cifras de PCR se normalizaban a las 72
horas de la finalizacion de la cirugia. Hallazgos similares se observaron en el estudio
de Chowdhury et al, en el que después de cirugia coronaria la concentracion de PCR
fue significativamente mayor a las 4 y 8 horas postoperatorias en el grupo
intervenido con CEC®%,

Cuando se ha estudiado el efecto de la administracion de estatinas en este
contexto los resultados son contradictorios. Dereli y cols.?*® observaron reduccién de
la PCR postoperatoria después de administracion de atorvastatina a pacientes
hiperlipidémicos al menos durante los 15 dias previos a la intervencién respecto a la
administracion de placebo a pacientes con cifras de LDL menores de 100mg/dl.
Caorsi et al**! demostraron que la administracién de PRAV tan sdlo 48 horas antes y
7 dias después de la cirugia, con una dosis adicional de 40 mg una hora tras la
finalizacién de la CEC, reducia significativamente la concentracion de PCR frente a la
administracion de placebo. Ademas, como se ha comentado previamente, la
reduccion de las cifras de PCR se ha relacionado con disminucién de eventos
cardiovasculares postoperatorios (elevacion de marcadores de dafio miocardico y
reduccién de la necesidad de inotrdpicos postoperatorios)®*®. En otros trabajos, sin
embargo, la administraciéon de estatinas no ha demostrado una reduccién de este
marcador inflamatorio. El estudio aleatorizado ARMYDA demostrd que la
administracion de estatinas preoperatoriamente a pacientes sin tratamiento previo
con ellas reduce la prevalencia de fibrilacion auricular postoperatoria y que los
pacientes que desarrollan la arritmia presentan niveles de PCR mas elevados que los
que no lo hacen. Aunque en este estudio la administracion de estatinas no
disminuy6 los niveles de PCR postoperatoria, el 20% de pacientes de cada grupo
presentaban hipelipidemia sin tratamiento con estatinas y ademas se incluyeron
también pacientes sometidos a cirugia valvular'®. Por su parte, Mathew et al**?, en
un estudio prospectivo observacional en mas de 400 pacientes sometidos a cirugia
coronaria aislada objetivaron que el tratamiento preoperatorio con estatinas no
redujo las cifras de PCR postoperatoria a pesar de que el grupo no tratado
presentaba valores de LDL mayores que el tratado. Sin embargo, el caracter no
aleatorizado del estudio y otras diferencias demograficas preoperatorias
(fundamentalmente el sexo) entre ambos grupos hacen poco valorables estos
resultados, dado que es bien sabido que las mujeres presentan mas riesgo
cardiovascular con similares niveles de PCR**. Por otro lado, en todos estos trabajos
se ha comparado la administracién de estatinas frente a placebo pero, a diferencia
de este estudio, el grupo Placebo no ha sido tratado con estatinas cronicamente en
ninguno de ellos.

En el presente estudio las concentraciones de PCR postoperatoria del grupo
Placebo siguieron una curva superponible a las descritas en los estudios
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mencionados, con valores similares a los basales hasta la determinacion de las 8
horas postoperatorias. A partir de ese momento se observa un progresivo
incremento que es maximo a las 40-48 horas postoperatorias. Estos valores fueron,
efectivamente, superiores de manera permanente respecto a los del grupo Estudio,
aunque no alcanzaron significacién estadistica salvo en la extraccién de las 40
horas. La curva de liberacion presentd una morfologia bifasica con la mayor
deflexion precisamente en ese momento. Probablemente la pequefia muestra ha
impedido demostrar diferencias significativas en el resto de las determinaciones,
dada la potente reduccion del resto de los parametros inflamatorios objetivados en
el estudio y que se comentaran posteriormente. Esta morfologia aparentemente
bifasica de la curva no esta descrita previamente aunque, evidentemente, el escaso
tamafno muestral no permite extraer ninguna conclusion contundente al respecto y
deberia ser confirmada en estudios con mayor nimero de pacientes. En el trabajo
de Mathew et al** los niveles postoperatorios de PCR en ambos grupos presentaron
un ascenso a partir de las 6 horas postoperatorias que se mantuvo constante hasta
la finalizacion de la extraccion de muestras a las 48 horas, aunque entre las 24 y las
48 horas no medidé ninguna muestra adicional. Las curvas de liberacion de PCR en el
estudio de Schulze y cols.?? igualmente comprendieron muestras a las 6, 24, 48,
72, 96 y 120 horas, pero entre 24 y 48 horas tampoco se realizd ninguna
determinacién. Meng et al determinaron la PCR postoperatoria en pacientes
coronarios pero la Ultima extraccién se realizd a las 24 horas postoperatorias®®.
Chowdhury et al no realizaron tampoco determinaciones analiticas entre las 24 y las
48 horas®>.

Como se ha comentado, hasta donde conocemos este es el primer trabajo en el
que se observa el efecto de una dosis adicional preoperatoria a pacientes en
tratamiento crénico con estatinas y, por tanto, con una atenuacidon de la respuesta
inflamatoria crénica estable en ambos grupos. El control crénico de la reaccion
inflamatoria se demuestra por los valores de PCR preoperatorios (0,6 +/- 0,5 {0,1-
1,0}) en el grupo Estudio y 0,5 +/- 0,3 {0,1-1,4} en el Placebo), muy inferiores a
los valores considerados de alto riesgo previamente comentado a pesar de ser
pacientes con cardiopatia isquémica establecida. Esta situacién ha podido influir
definitivamente en la liberacién de PCR postoperatoria en nuestro estudio.

2. Citoquinas, NFkB y radicales libres

En lo que respecta a los otros marcadores inespecificos de inflamacion (NFkB y
citoquinas) y el estrés oxidativo expresado como concentracion de O,, la PRAV
redujo su concentracion en el grupo Estudio de manera significativa. De manera
general, este hallazgo no se ha encontrado de manera constante en todos los
estudios que han investigado el efecto de la administracién de estatinas en la
reaccion inflamatoria postoperatoria. La mayor biodisponibilidad de la PRAV
respecto a otras estatinas que presentan un primer paso hepatico mas importante
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(y por tanto unas menores concentraciones séricas de metabolito activo) pueden
explicar las discrepancias de estos hallazgos encontradas en otros estudios de
disefio parecido a este. Asi, en el de Florens et al® la administracion de
atorvastatina a dosis terapéuticas la tarde previa y la mafana de la cirugia no
produjo alteraciones significativas en los niveles séricos de IL o moléculas de
adhesion ni de NFkB en los miocitos auriculares. Por otro lado, en este estudio no
se administro la estatina de manera prolongada, por lo que los posibles beneficios a
largo plazo de este tipo de farmacos sobre la mejoria de la funcion endotelial basal
en el contexto del paciente aterosclerético no estarian presentes.

Los radicales libres son generados por las células endoteliales® y leucocitos™ en
grandes cantidades durante la reperfusion de cualquier 6rgano o tejido. El trauma
quirdrgico en si y la subsecuente reaccion inflamatoria también es fuente de
produccién de estrés oxidativo, como se ha demostrado en procedimientos
quirtrgicos no cardiacos y no susceptibles de provocar fendémenos de ISQ/REP*%,
Por supuesto, también la intensa reaccién inflamatoria provocada por la CEC es
capaz de generar grandes cantidades de radicales libres. Cuando al procedimiento
quirdrgico y la derivacion cardiopulmonar se afiade un insulto isquémico, la
generacion de radicales libres se potencia. Durante la cirugia con derivacion
cardiopulmonar y pinzamiento adrtico, la produccién de radicales libres se
incrementa en los primeros 30 minutos tras éste Ultimo, como consecuencia de la
isquemia miocardica y también de la CEC. A los tres minutos del inicio de la
reperfusion miocardica ya se puede observar un repunte de la concentracién de
radicales libres en la sangre del seno coronario respecto a la sangre periférica, por
tanto en clara relacién con la reperfusion®®. Tanto la liberacidén de radicales libres®
como la de TNF-0®, se inicia de manera precoz por el endotelio y los mastocitos
cardiacos respectivamente a los pocos minutos de esa reperfusion miocardica. Sin
embargo, esa elevacion suele verse enmascarada y sobrepasada por la elevada
cantidad de radicales libres en sangre periférica producida por la CEC y que llega a
la arteria coronaria antes de transitar por el capilar miocardico'. Estos hallazgos
han sido confirmados por otros estudios en los que el pico de concentracion de O,
durante la cirugia se observa también en relacién con la reperfusion’*, aunque
también se ha observado que la capacidad de los leucocitos para generar radicales

libres cuando son estimulados por TNF-a es maxima a las 12 horas de la cirugia®®>.

En el presente estudio, la concentracion de radicales libres fue significativamente
inferior en el grupo Estudio respecto al grupo Placebo en todas las muestras
extraidas, incluida la previa a la CEC. Este hecho demuestra la eficacia de la PRAV
en la disminucion de la respuesta inflamatoria y, posiblemente, de sus efectos
deletéreos mediados por la accion tisular de estas moléculas. La curva de
concentracion de radicales libres después de la cirugia evidenciada en el estudio
presentd, ademas, un pico a los 5 dias de la cirugia en el grupo Placebo, no
observado en los pacientes del grupo tratado. En otros estudios en los que se ha

138



estudiado este parametro la concentracidon de radicales libres tras cirugia con CEC
vuelve a los valores preoperatorios a las 24 horas'®. Asi, en el trabajo de Kawahito
et al, la produccion de O, a los 7 dias de la cirugia fue similar a la preoperatoria®®>.
Esta persistencia tan tardia de estrés oxidativo no ha sido descrita previamente y es
dificil de explicar, salvo por el mantenimiento de la inflamacién en el contexto de la
reparacion del trauma quirdrgico una vez finalizado el impacto del estrés oxidativo
generado por la ISQ/REP y la CEC. De nuevo, el escaso tamafio muestral, unido a la
gran dispersidon de la determinacidon en esa extraccion (tal y como queda reflejado
graficamente el diagrama de caja de la figura 25) hace dificil sacar conclusiones

definitivas al respecto.

El NFkB juega un papel fundamental en el dano por ISQ/REP y en el proceso
inflamatorio en general. En el trabajo de Li y cols. se demostr6 ya en 1999 que esta
molécula se activa rapidamente en los primeros 5 minutos del inicio del dafo
isquémico aislado y que por tanto puede ser una de las senales intracelulares mas
precoces para la posterior regulacion y control de la expresion genética durante el
proceso de ISQ/REP*. Parece que su liberacidn sérica en este contexto se podria
producir en dos picos a los 30 minutos y a las 3 horas de la reperfusion. El primero
de ellos estaria en relacién con los radicales libres del oxigeno liberados en los 2-3
minutos iniciales y el pico tardio con la liberaciéon de citoquinas que promueve el
propio factor transcripcional®. Adicionalmente, su activacién es también promovida
por multiples moléculas relacionadas con el proceso inflamatorio, como son los
propios radicales libres (elevados en el grupo Placebo respecto al grupo Estudio ya
durante la cirugia pero antes del inicio de la CEC), citoquinas, iNOS y el
complemento. Como se ha comentado, precisamente el complemento es la fuente
primordial de reaccién inflamatoria masiva en los minutos iniciales de la derivacion
cardiopulmonar.

Este papel central en el inicio y mantenimiento del dafo por ISQ/REP y en la
reaccion inflamatoria, procesos ambos intensos durante el tipo de cirugia a que se
refiere este estudio, explica la exagerada elevacion en su concentracion que
presentan los enfermos del grupo Placebo. Sus concentraciones se encuentran
elevadas ya a los 30 minutos del despinzamiento adrtico por esa activacion inicial
originada por el complemento activado masiva y precozmente por la CEC, el proceso
de isquemia miocardica inducido por el pinzamiento adrtico, etc. Posteriormente
alcanza unos niveles marcadamente elevados a las 24 horas como consecuencia de
la amplificacion que sufre su activacion después de la trascripcion por él mismo de
los genes de citoquinas. La expresidon de las moléculas de adhesion y la liberacién
de las citoquinas requiere un cierto periodo de tiempo (4-8 horas, segun la
molécula) debido a que precisan de esa trascripcidn genética y sintesis proteica “de
novo”. Este hecho explica esa amplificacién mas tardia tanto de las concentraciones
de factor transcripcional como de todas las moléculas cuya expresion él mismo
induce.
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La intensa atenuacién en su activacién inducida por la PRAV en el grupo Estudio
puede ser fundamental para la reduccidon observada de la respuesta inflamatoria. Al
bloquear su activacion se inhibe también la trascripcién de los genes de activacion
de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-o**) y sus receptores, PAF¥,
moléculas de adhesion (ICAM-1 y E-selectina)® e iNOS>°.

De manera similar a lo que ocurre con el factor transcripcional, también el TNF-
a, es considerado un desencadenante de la respuesta inflamatoria. Es segregado
por leucocitos activados y también por el musculo isquémico®®, grupos celulares
ambos frecuentes en el contexto que nos ocupa. Induce la expresion de los genes
de otras citoquinas, incluido el de si mismo, moléculas de adhesion, la quimiotaxis y
el metabolismo oxidativo de los leucocitos®*®,

Su liberacion se inicia en cuestion de minutos después de la reperfusion®. La
CEC es un estimulo que aumenta sus niveles también de manera precoz, lo que
puede apreciarse ya a los pocos minutos de su inicio**. En el presente estudio se
observd de nuevo una reduccién significativa en su liberacién con la administracion
de la dosis Unica de PRAV. Este efecto se objetivd ya a los 30 minutos del
despinzamiento adrtico en la sangre del seno coronario, como corresponde al patrén
de liberacion precoz que presenta, y fue maxima a las 24 horas en sangre periférica.
Sin embargo, las curvas de liberacion en ambos grupos fueron morfoldgicamente
similares, a diferencia de lo que ocurrié con el NFKB cuya reduccién proporcional en
el grupo Estudio fue mas marcada. Este hecho se puede deber a que se ha
demostrado que el pico de liberacién de la molécula se observa a las 4 horas de la
finalizacion de la derivacion cardiopulmonar* y en nuestro estudio no se realizd
ninguna determinacidon en ese momento.

Nuestros hallazgos difieren de los encontrados por Caorsi et al**’. En su estudio
la administracion de 40 mg diarios de PRAV durante las 48 horas previas a la cirugia
no produjo ningun efecto en la concentracién de TNF-a ni de IL-1 a las 24 y 48
horas ni a los 7 dias tras cirugia coronaria. Sin embargo produjo variacion en la de
otros marcadores proinflamatorios (IL-6 y PCR), a pesar de que los pacientes del
grupo placebo no recibid en ningln momento estatinas. La explicacion de estas
diferencias radica, muy probablemente, en que en su estudio el tratamiento
preoperatorio fue mas corto, con pocas probabilidades de estabilizar la funcién
endotelial de los pacientes tratados en un grado similar al de los pacientes tratados
crénicamente con la estatina. Adicionalmente no se administrd ninguna dosis
inmediatamente antes del insulto inflamatorio, por lo que los niveles de metabolito
activo en el momento de la cirugia probablemente fueron menores que los
alcanzados en el presente trabajo. Sin embargo, es poco explicable que en su caso
si se demostrara una reduccidn de la concentracién de IL-6, dado que esta molécula
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es segregada precisamente ante el estimulo fundamentalmente del TNF-a y de la
IL-1.

En el estudio que nos ocupa, la liberacion de TNF-a se mantiene elevada a los 5
dias de la cirugia y en ese momento existen todavia diferencias significativas entre
ambos grupos. Dado que la vida media del TNF-a es corta (aproximadamente 6
minutos)®”’, ello demuestra un mantenimiento del proceso inflamatorio en ambos
grupos durante ese tiempo, mas marcado en el grupo Placebo que en el grupo
Estudio. En el estudio de Franke et al*?®, realizado en un contexto clinico similar al
de este estudio, los niveles séricos de TNF-a regresaron a los basales a los 3 dias
postoperatorios. Sin embargo, la media de injertos coronarios fue de 2,5+/- 0,2 a
diferencia de los 3,5 injertos realizados en el presente estudio y, por tanto, los
tiempos de pinzamiento aodrtico y CEC rondaron los 50 y 80 minutos
respectivamente, llamativamente menores que los precisados por nuestros
pacientes. Ello puede justificar su menor respuesta inflamatoria.

El INF-y es uno de los marcadores mas especificos de activacion linfocitaria® y
juega un papel fundamental en la inmunidad a través de sus conocidas acciones de
colaboracion con el sistema ubicuitona-proteasoma en la activaciéon de los sistemas
inmunes proteoliticos frente a infecciones virales® y en la activacion de los
macréfagos®. En nuestro estudio se observd un incremento de sus niveles séricos
en ambos grupos respecto al estado basal preoperatorio asi como un incremento
significativamente mayor en el grupo Placebo respecto al grupo tratado con
estatina. Steppich y cols. han demostrado que en los pacientes con angina inestable
se produce un incremento notable de la liberacion de esta citoquina por células
CD4(+)CD28(-) que segregan grandes cantidades de la misma y presentan un alto
poder proinflamatorio®®. Sin embargo, de nuevo Franke et al no observaron
modificaciones temporales en la concentracion de esta molécula en determinaciones
realizadas en los dias 1°, 3° y 50 del postoperatorio®®. En consecuencia, la
diferencia de la magnitud del insulto inflamatorio y el tiempo de isquemia
miocardica/reperfusioén puede resultar definitivamente decisiva en la activacion de la
respuesta sistémica. Por ende, la prevencién de dicha respuesta inflamatoria por la
dosis de PRAV en nuestros pacientes puede ser potencialmente mas beneficiosa en
enfermos que precisen tiempos de CEC o tiempos de isquemia prolongados.

Resultan también extremadamente interesantes los hallazgos encontrados con la
variacion de las concentraciones de la molécula antiinflamatoria IL-10, sobre todo
cuando se comparan con los encontrados en otros estudios. La sintesis de esta
citoquina es estimulada por la IL-12, IL-6 y el TNF-a®. Ejerce sus efectos anti-
inflamatorios a través de la inhibicion de la sintesis de otras citoquinas (TNF-a, IL-
I8, IL-6, IL-8)??, del factor transcripcional® y de proteinasas asi como estimulando
directamente la produccién del inhibidor tisular de metaloproteinasas en los
macréfagos'®. Los individuos con deficiencia genética de IL-10 presentan mayor
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reaccion inflamatoria local y mayor tamafio del infarto después de un periodo de
ISQ/REP*1%2 asi como un aumento de la capacidad adhesiva del endotelio frente a

los granulocitos activados'®.

Existen trabajos en los que se ha demostrado que el proceso inflamatorio podria
estar en relacion con el disbalance entre la concentracién de las moléculas anti-
inflamatorias y las proinflamatorias. El tratamiento con esteroides preoperatorio
induce un incremento de la produccion de IL-10 al igual que las estatinas.
Liakopoulus et al*”’ midieron la concentracion de IL-10 en pacientes sometidos a
revascularizacion coronaria electiva con derivacién cardiopulmonar y pinzamiento
aortico. Observaron que el tratamiento previo con dosis variables, aunque en
general bajas, de estatinas (atorvastatina, PRAV y simvastatina) inducia un aumento
en la concentracion sérica de la molécula con un pico a los 60 minutos e
incrementos aun significativos a las 4 y 10 horas tras la finalizaciéon de la CEC. Los
valores se igualaban en ambos grupos a las 24 horas de la cirugia.

Paraddjicamente, en el presente estudio, se produjo el efecto contrario en el
grupo tratado por la estatina. En el grupo Estudio la concentracion de IL-10 fue
significativamente menor que en el grupo al que se administré placebo a los 30
minutos del despinzamiento adrtico en la sangre del seno coronario, a las 24 horas
de la cirugia y también a los 5 dias de la misma. Este efecto duradero coincide con
los hallazgos de Kubala y cols., en cuyo trabajo los valores de IL-10 estaban
normalizados en la muestra extraida a los 7 dias de la cirugia''® y no a las 24 horas
de la misma.

Estas diferencias entre nuestros hallazgos y los de otros estudios se pueden
explicar facilmente y, a diferencia de lo que parece, no son contradictorias sino
concordantes. La IL-10 ve estimulada su sintesis por moléculas proinflamatorias
tales como el TNF-a. El tratamiento con PRAV atenla de manera importante la
respuesta inflamatoria gracias probablemente a la estabilidad endotelial
proporcionada por el tratamiento crénico con estatinas y la alta dosis preoperatoria
adicional inhibe significativamente la expresion de ese TNF-a. Por todo ello es ldgico
pensar que la sintesis de IL-10 también se vea inhibida respecto a los pacientes del
grupo Placebo. Por otra parte en éstos, y de manera similar a lo observado por
Liakopoulos y cols., el tratamiento crénico con la estatina permite un importante
incremento de la IL-10 ante el intenso estimulo inflamatorio inducido por la ISQ/REP
y la CEC.

Finalmente, un hallazgo dificil de explicar del presente trabajo es la disminucién
en las concentraciones de IL-10 observadas en el grupo Estudio después del inicio
de la derivacion cardiopulmonar respecto a los valores previos a su inicio y que
creemos que tampoco ha sido descrito previamente.
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MOLECULAS DE ADHESION

Tras observar el efecto que ejerce la administracion de PRAV preoperatoria en
todas las moléculas proinflamatorias implicadas en el inicio y mantenimiento de la
reaccion inflamatoria, es logico pensar que los efectores de la accién de dichas
moléculas, como son la célula endotelial y el leucocito, también resulten menos
activados por el efecto del farmaco.

Previamente se ha demostrado que las estatinas disminuyen la adhesividad
leucocitaria al reducir la expresion de CD11lb monocitico®® y de ICAM-1
endotelial'®®, Y, efectivamente, en el presente trabajo la activacién de ambos grupos
celulares se vio significativamente atenuada en el grupo tratado. Ello quedd
demostrado por la significativa reduccion de las fracciones solubles de ambas
selectinas estudiadas (L-selectina leucocitaria y P-selectina del endotelio),
implicadas en el fendmeno de “rolling’ leucocitario, asi como de la ICAM-1
endotelial y la integrina CD-18 leucocitaria, ambas implicadas en los procesos de
adhesion firme. En relacién con la P-selectina es interesante destacar que no se
encuentra en la superficie de las células endoteliales inactivas''®, a diferencia de lo
que ocurre con la L-selectina, que se puede encontrar en la superficie de los
leucocitos quiescentes. Por tanto, su hallazgo en concentraciones atenuadas en su
forma soluble en suero refleja una eficaz inhibicion de la activacién de la célula
endotelial por la administracion del farmaco.

Igualmente, ya se habia demostrado que los niveles de las moléculas de
adhesidn  estaban  significativamente  aumentados en  pacientes con
hipercolesterolemia®***?° y que las estatinas reducian los niveles plasmaticos de las
moléculas de adhesion solubles en pacientes con hiperlipidemia o cardiopatia
isquemica®®. Es sabido que estos subgrupos de enfermos presentan una marcada
activacion y disfuncién endotelial mediada por la disminucion de la secrecion de NO.
Sin embargo, el grupo de Chello y cols. demostraron en dos trabajos sucesivos®**?*
que la reduccién de la expresion de moléculas de adhesion en el contexto
perioperatorio es un efecto, de nuevo, puramente pleiotrépico e independiente del
efecto que la hipercolesterolemia tiene sobre la funciéon endotelial. Los niveles de
ICAM-1 y E-selectina resultaron atenuados después de la cirugia de
revascularizacion coronaria en pacientes que estaban tomando simvastatina, tanto
en el grupo de los respondedores (con cifras de colesterol medias preoperatorias de
183,3 +/- 24,3mg/dl) como en los no respondedores (colesterol medio
preoperatorio de 275 +/- 32 mg/dl). Los hallazgos del presente estudio reflejan por
tanto, de nuevo, que la dosis elevada adicional de PRAV es capaz de reducir la
respuesta inflamatoria postoperatoria. Ello se refleja en la reduccidn de la expresion
de moléculas de adhesién, tanto dependientes del endotelio como de grupos
leucocitarios, a pesar de presentar niveles de colesterol similares en ambos grupos
y, lo que es mas llamativo, tratamiento cronico preoperatorio con estatinas.
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PRODUCCION DE OXIDO NITRICO Y NIVELES DE iNOS

Por fin, uno de los hallazgos mas impactantes del presente estudio es la
atenuacion de la liberacion de NO y de iNOS tras la administracién de la estatina
preoperatoria. Uno de los mecanismos mas conocidos de estos farmacos para
gjercer sus efectos pleiotrdpicos es, precisamente, la mejoria de la funcién
endotelial y el incremento de su capacidad de produccidon de esta molécula. A pesar
de ello, hasta el momento por lo que conocemos no existen otros trabajos que
hayan analizado en la practica clinica el efecto de la administraciéon de estatinas en
la liberacion de NO durante la CEC.

En el presente trabajo, la concentracion de NO estaba significativamente mas
elevada basalmente (antes del inicio de la CEC) y a los 30 minutos del
despinzamiento adrtico en la sangre del seno coronario y a las 24 horas
postoperatorias en sangre venosa en el grupo Placebo. Estas diferencias se
encontraban neutralizadas a los 5 dias del procedimiento. EI comportamiento de la
liberacion de iNOS fue superponible, con una reduccién significativa de su
produccién a las 24 horas postoperatorias en el grupo Estudio respecto al grupo no
tratado.

Como se ha dicho, la produccion de NO estda aumentada en los procedimientos
con CEC. Ruvolo et al observaron que la producciéon de NO comienza ya a los 30
minutos del inicio de la derivacion cardiopulmonar'*, aunque en el momento de la
reperfusion estos niveles pueden descender. Schulze et al*’® analizaron la
concentracion sistémica de esta molécula preoperatoriamente y en diversos
momentos tras el inicio de la reperfusion en pacientes sometidos a revascularizacién
coronaria. Estos autores observaron que los pacientes intervenidos con CEC
presentaron una liberacidon significativamente menor de la molécula en los
momentos inmediatamente posteriores a la reperfusion cardiaca (considerada como
tal el despinzamiento adrtico o la finalizacion de la Ultima anastomosis en los
enfermos intervenidos sin CEC) y un significativo incremento, mantenido
posteriormente, entre las 24 y las 120 horas.

Aunque se ha observado que tanto la eNOS**° como la iNOS**® estan implicadas
en este aumento de concentracidon por los mecanismos previamente comentados, la
CEC puede producir disfuncién endotelial progresiva. Por este motivo, se ha
sugerido que la fuente primordial de NO en la fase finales de la derivacion
cardiopulmonar es la iNOS, cuya activacion depende, como se ha dicho,
precisamente de la propia activacion de la cascada inflamatoria. La administracién
preoperatoria de una estatina con relativamente elevada biodisponibilidad como la
PRAV permitiria que una cantidad suficiente del farmaco alcance el endotelio
vascular y contribuya a preservar la funcion endotelial y, por tanto, al aumento
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inicial de la actividad de la eNOS y de la produccién local de NO. La mayor
disponibilidad de NO por el endotelio en un momento de intensa activacién de la
respuesta inflamatoria induciria una secuencia de acontecimientos beneficiosos para
reducir la magnitud de la reaccion inflamatoria final. Estos fendmenos estan
inducidos por los mecanismos de actuacién de la molécula en las caras luminal e
intramural vasculares, como son:

+ La elevacién del cGMP en las plaquetas que inhibe la agregacion
plaquetaria y su adhesién al endotelio sano.

+ La inactivacion de radicales superéxido*** generados durante la propia
isquemia y la agresion quirdrgica, probablemente inductores iniciales y
muy precoces de la reaccion inflamatoria y de su amplificacion por
moléculas “trigger” o desencadenantes como el factor transcripcional o el
TNF-a.

« La inhibicibn de la secrecion de esos radicales por los leucocitos
activados'*,

« La modulacién de la permeabilidad endotelial>*, con todo lo que ello
conlleva en cuanto a homeostasis e infiltracion leucocitaria y

« La inhibicién de la interaccion entre el endotelio y el leucocito a través de
la inhibicién del “rolling” leucocitario**>* por regulacion a la baja de la
expresion de la P-selectina en la membrana endotelial vascular, de la
adhesion firme®® por inhibicién de la expresion de las moléculas de
adhesiéon, ICAM-1, VCAM-1 y CD18 y finalmente la diapédesis y el
secuestro tisular de los leucocitos por alteracion de la F-actina por
ribosilacién del ADP o inhibicion del ensamblamiento de los filamentos de
la molécula.
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En definitiva, la reduccién de la reaccion inflamatoria podria radicar en una
optimizacion de la disponibilidad endotelial de NO por estimulo de la eNOS que
inactivaria los radicales superdxido generados durante la isquemia miocardica y de
otros tejidos. Ello reduciria de manera significativa la producciéon de radicales libres
por los leucocitos activados y diminuiria la interaccion entre el endotelio y el
leucocito a través de la inhibicion del “rolling’ leucocitario, la adhesion firme y de la
diapédesis por los mecanismos mencionados propios de esta molécula. La inhibicion
masiva de la reaccion inflamatoria provocaria una significativa reduccion de la
activacién de la iNOS vy, por tanto, de la concentracion total final de NO plasmatico.

Algunos de estos efectos son marcadamente dosis dependiente, como la
inhibicion de la adhesion leucocitaria CD18-dependiente, cuyo margen in vitro se da
sdlo entre concentraciones de 10 y 50 nmol'®>. Probablemente las estatinas pueden
ser farmacos que por su mecanismo de accidon en la célula endotelial estén
“bioldgicamente dotadas” para generar cantidades fisioldgicas endoteliales de NO.
De hecho se ha demostrado que la simvastatina y la lovastatina mejoran la
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estabilidad del RNA-m de la eNOS e incrementan su vida media, por lo que

efectivamente se mejora la produccién de NO por el endotelio®.

Dados los efectos deletéreos de la produccion excesiva de NO mediado por esta
isoforma de la NOS (inhibicién del metabolismo celular®®?, hipotensién arterial por su
efecto vasodilatador'*, depresién miocardica?? o lesion tisular pulmonar®®) la
disminucion de su concentracion podria ser extremadamente beneficiosa en
pacientes en los que la reaccion inflamatoria perioperatoria pueda tener efectos
marcadamente deletéreos. Entre ellos estan los pacientes con procesos isquémicos
en evolucién, disfuncién sistdlica ventricular izquierda significativa, cirugias
complejas con tiempos de CEC y pinzamiento adrtico prolongados o cuadros
infecciosos con alteraciones vasomotoras basales preoperatorias como los pacientes
sometidos a cirugia de endocarditis infecciosa.

Los resultados del estudio permiten confirmar parcialmente la hipétesis inicial y
afirmar que la administracion oral en humanos de la estatina hidrofilica PRAV a
dosis elevadas en rango terapéutico en monodosis previamente a la realizacion de
un procedimiento quirdrgico con circulacién extracorpérea es capaz de potenciar la
estabilizacion de la funcién endotelial del tratamiento cronico y reducir los
marcadores analiticos de respuesta inflamatoria sistémica producidas por la cirugia
con circulacion extracorpdrea y pinzamiento adrtico en pacientes con hiperlipidemia
tratada cronicamente con estatinas.

Por su parte, nuestros resultados sugieren que el farmaco administrado segun
dicho protocolo podria reducir el dafo miocardico por ISQ/REP, aunque los datos
clinicos y analiticos estudiados no permiten demostrarlo de manera contundente.

PERSPECTIVAS FUTURAS

El presente trabajo demuestra la eficacia de la dosis elevada Unica de PRAV en
el preoperatorio inmediato de cirugia coronaria con CEC en la reduccion de la
reaccion inflamatoria sistémica y, muy probablemente, en el dafio por ISQ/REP
provocado por el pinzamiento adrtico. A partir de este punto de partida se deberia
plantear el disefio de nuevos estudios para confirmar este Ultimo aspecto, la
disminucion de la reaccion inflamatoria en el ambito tisular y los potenciales
beneficios clinicos que nuestro trabajo no ha tenido la potencia suficiente de
demostrar, con estos objetivos:

> Confirmacion anatomopatolégica de una menor actividad inflamatoria
(infiltracidn leucocitaria, actividad de enzimas proteoliticas o radicales libres,
etc.) en los tejidos mas vulnerables, como son el corazén y el pulmdn. De
este modo se podria demostrar que los hallazgos analiticos objetivados
presentan traduccidn en el metabolismo tisular.
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> Demostracion de un efecto beneficioso de los parametros clinicos valorados
en el trabajo y en otros parametros clinicos no estudiados en el mismo
(funciéon pulmonar, funcién ventricular, respuesta vasomotora circulatoria,
etc.) en la poblacion de bajo riesgo estudiada pero en un tamafio muestral
adecuado para ello. La confirmacion de nuestros resultados permitiria
generalizar el uso de la estatina en estos subgrupos mayoritarios de
pacientes.

> Estudio de los efectos de la administracién del farmaco en subgrupos mas
reducidos de pacientes excluidos de este estudio en los cuales el beneficio
podria magnificarse de manera significativa. La marcada reduccién de la
reaccion inflamatoria post-extracorpdrea en los pacientes electivos, con
buena funcion ventricular y con tiempos quirdrgicos convencionales deberia
traducirse en un efecto muy beneficioso en pacientes de alto riesgo como
son:

« Pacientes con disfuncion ventricular preoperatoria, mas vulnerables
al dano por ISQ/REP durante el pinzamiento adrtico y a la
depresion postoperatoria de la contractilidad inducido por las
moléculas proinflamatorias cardiodepresoras liberadas.

« Pacientes con un sustrato proinflamatorio mas intenso, como
aquellos con tiempos de CEC mas prolongados, isquemia/necrosis
miocardica en evolucidn, insuficiencia cardiaca congestiva, procesos
infecciosos activos/sepsis (endocarditis bacteriana
fundamentalmente, en los que ademas el exceso de NO
postoperatorio puede contribuir a una elevada necesidad de
vasoconstrictores por sindromes de respuesta inflamatoria
sistémica intensos), etc.

En estos subgrupos estarian incluidos los pacientes candidatos a trasplante
cardiaco. En estos enfermos la disfuncién primaria del injerto es la causa
mas frecuente de mortalidad hospitalaria precoz en la que tiene mucha
influencia el dafo por ISQ/REP miocardicas.

> El comportamiento del farmaco en todos los subgrupos de pacientes
mencionados administrado de manera intravenosa, para garantizar y
homogeneizar los niveles plasmaticos del mismo. En estos estudios se
podrian incluir trabajos en los que se adjuntara el farmaco, finalmente, como
componente de las soluciones cardiopléjicas.
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7. LIMITACIONES DEL
ESTUDIO
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1) La variabilidad interindividual de concentracion sérica de farmaco activo y las
evidencias de que la proteccion sobre el endotelio son dosis-dependiente
aconsejaria la administracion del farmaco de forma intravenosa con el fin de
conseguir concentraciones plasmaticas uniformes. Este tipo de via se ha empleado
en humanos a dosis diversas, de hasta 20 mg y se ha demostrado que la t;;; es
menor que para la administracion oral, de 0,8 a 1,8h, con ausencia de efectos
secundarios significativos. Sin embargo la disponibilidad de PRAV intravenosa es
limitada y costosa, por lo que se anularia la utilidad clinica de los hallazgos que
pudieran derivarse del estudio.

2) El elevado coste de las determinaciones analiticas especificas ha hecho
necesaria la reduccién al maximo del tamano muestral. El nimero de pacientes
elegido ha sido adecuado para comparar con suficiente potencia estadistica las
variables cuantitativas que se analizan dado el valor medio de cada parametro en el
grupo control, el grado de dispersién y una estimacion de la reduccién esperada y
confirman que existe una disminucion de la reaccidon inflamatoria sistémica y
posiblemente una reduccidon del dafio miocardico por ISQ/REP. Sin embargo, el
volumen de la muestra es claramente insuficiente para comparar proporciones y ello
afecta a todas las variables clinicas que se han analizado, que deberan ser
estudiadas en estudios adicionales con mayor tamafio muestral una vez que el
beneficio analitico ha sido demostrado.

3) La no disponibilidad de muestras simultaneas de sangre arterial periférica y
seno coronario a los 30 minutos del despinzamiento adrtico ha impedido comparar
los marcadores inflamatorios entre ellas, por lo que no sabemos si existe un
gradiente en su concentracién entre ambas circulaciones. Por tanto, la repercusion
de la administracion del farmaco en el dafio miocardico por ISQ/REP es mas dificil
de asegurar.

4) Las alteraciones de la contractilidad miocardica provocadas por el dafo
inducido por la isquemia propia del pinzamiento adrtico o por el el aumento de la
intensidad y duracion de la liberacion de moléculas proinflamatorias
cardiodepresoras podria haberse objetivado mediante pruebas sensibles en la
medicion de la funcidn ventricular sistdlica y diastélica, como la ecocardiografia
transesofagica, la resonancia magnética nuclear o la ventriculografia isotdpica. Sin
embargo, el estado postoperatorio del paciente y la complejidad técnica y logistica
derivada de la necesidad de su realizacion precoz y seriada hacen imposible su
realizacion.
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8. CONCLUSIONES
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En cuanto a los objetivos principales del estudio se puede concluir que:

1)

2)

3)

4)

La administracion preoperatoria de una dosis Unica de PRAV no reduce el
dano miocardico debido a la ISQ/REP cuando se cuantifica mediante los
marcadores enzimaticos habitualmente utilizados en la practica clinica
(CPK-MB y Tn-I).

La estatina reduce de manera significativa la reaccion inflamatoria
provocada por la agresion quirdrgica antes del inicio de la CEC, como se
refleja por una disminucidn significativa de la concentracion de NFkB vy
citoquinas proinflamatorias (TNF-a e INF-y).

La PRAV disminuye de manera significativa, intensa y duradera la
respuesta inflamatoria inducida por la CEC y la ISQ/REP, reflejado como:

« Reduccidn de la concentracion de NFkB y citoquinas proinflamatorias
(TNF-a e INF-y). La inhibicién del estado proinflamatorio induce una
reduccidn del estimulo de la sintesis de la IL anti-inflamatoria IL-10 y
una subsecuente disminucion significativa de su concentracion
plasmatica.

« Reduccidon del estrés oxidativo, puesto de manifiesto por la disminucion
de la concentracidn de aniones superoxido.

e Reduccion de la concentracion de moléculas de adhesion solubles
estudiadas (sP-selectina, sL-selectina, sSICAM-1 y sCD18).

La PRAV reduce de manera significativa la concentracion perioperatoria de
NO plasmatico, probablemente inducida por una marcada disminucion de la
actividad de la isoforma inducible de la NOS.

En cuanto a los objetivos secundarios las conclusiones son las siguientes:

1)

La administracion de la PRAV segln este protocolo es segura y no se
asocia a los efectos secundarios potenciales de este tipo de farmacos.
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2)

No se ha observado una mayor incidencia de complicaciones en el grupo
tratado con PRAV en términos de mortalidad hospitalaria (a 30 dias), IAM
perioperatorio, arritmias postoperatorias, necesidad de inotropicos y baldn
de contrapulsaciéon o tiempos de estancia postoperatoria en UCI vy
hospitalizacién, aunque tampoco se han demostrado beneficios en el grupo
tratado a ese respecto.
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Papel de la pravastatina en el dafio miocardico pori  squemia y reperfusion
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