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RESUMEN

La fibrilacién auricular postoperatoria es la complicaciéon mas frecuente tras cirugia
cardiaca. La fisiopatogenia de esta arritmia no es totalmente conocida. Se han estudiado
elementos auriculares y electrofisiolégicos, y se han identificado ciertos factores

postoperatorios como desencadenantes.

La mitocondria es la fuente de energia de la célula gracias a la cadena respiratoria,
cuyas proteinas estan codificadas por el ADN mitocondrial. El genoma mitocondrial
presenta una alta tasa de mutacién, por lo que las variantes de la normalidad o
polimorfismos determinan los haplogrupos mitocondriales. El Haplogrupo H codifica
proteinas mas eficientes, generando mayor ATP y dafio oxidativo. Estudios previos
observaron que ciertas alteraciones en el ADNmt y el estrés oxidativo estan implicados
en la génesis de la fibrilacion auricular; sin embargo, la influencia del haplogrupo sobre
esta arritmia nunca ha sido estudiada. También se ha hallado asociacion entre el
numero de copias de ADNmt y el envejecimiento y algunas enfermedades cardiacas; no

obstante, su efecto sobre la fibrilacidn auricular tampoco ha sido estudiado.

Recogimos muestras de tejido auricular humano de 62 pacientes intervenidos de
cirugia cardiaca en un hospital espafiol. Se disefié un estudio de casos y controles, de
manera que las muestras se agruparon segun el ritmo cardiaco: Grupo 1, fibrilaciéon
auricular preoperatoria (control positivo); Grupo 2, ritmo sinusal preoperatorio sin
fibrilacion auricular postoperatoria (control negativo); y Grupo 3, ritmo sinusal

preoperatorio con fibrilacién auricular postoperatoria (caso).

Se analizaron las siguientes variables mitocondriales: haplogrupos, contenido
relativo de ADNmt, dafio oxidativo y delecion comun (delecion 4977pb). También se
evaluaron los siguientes factores celulares y electrofisioldgicos: tamafio cellular,
corriente de entrada de calico a través de canales tipo L (Ica.) y liberacion espontanea

de calcio desde el reticulo sarcoplasmatico.

Se obtuvo un modelo de regresién multivariante para analizar el efecto del
haplogrupo H y del contenido relativo de ADNmt sobre la incidencia de la fibrilacién
auricular postoperatoria, ajustando por los factores de confusiéon previamente
identificados. Se observd que las variantes genéticas y gendmicas mitocondriales
influyen en la fisiopatogenia de la fibrilacion auricular postoperatoria, ya que
determinan una diferente eficiencia de la cadena respiratoria, y por tanto distinta
produccion de ATP y dafio oxidativo. Estos factores mitocondriales también se

asociaron con alteraciones en las corrientes de calcio de los cardiomiocitos auriculares.

Este estudio abre un camino para estudios de disefio prospectivo con mayor

numero de muestras que permitan confirmar, o rechazar, nuestros resultados iniciales.
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SUMMARY

Postoperative atrial fibrillation is the most common complication following cardiac
surgery. The pathogenesis of this arrhythmia is not completely known. Atrial and
electrophysiological elements have been studied, and postoperative factors have been

identified as triggers.

Mitochondrion is the energy source of the cell thanks to respiratory chain complex,
whose proteins are coded by mitochondrial DNA. With a high mutation rate, normality
variants or polymorphisms determinate mitochondrial haplogroup classification.
Haplogroup H leads to the most efficient proteins, thus generating more ATP and
oxidative damage. Previous studies have found that mitochondrial DNA alterations and
oxidative stress are also involved in atrial fibrillation, but haplogroup influence has
never been studied. mtDNA copy number has been associated with ageing and some

heart disease; however, nobody has studied its effect on atrial fibrillation.

We have collected samples of human atrial tissue from 62 patients who underwent
cardiac surgery in a Spanish hospital. We designed a case-control study, so that the
samples belonged to one of the following groups, depending on the heart rhythm: Group
1, preoperative atrial fibrillation (positive control); Group 2, preoperative sinus rhythm
without postoperative atrial fibrillation (negative control); and Group 3, preoperative

sinus rhythm with postoperative atrial fibrillation (case).

Mitocondrial variables were analized: haplogroups, relative mtDNA content,
oxidative damage and common deletion (4977bp deletion). Cellular and
electrophysiological factors were also determined: cellular size, calcium inflow current
through type-L channels (Ica.) and calcium spontaneus liberation from sarcoplasmic

reticulum.

A multivariant regression model was obtained for assessing the effect of haplogroup
H and relative mtDNA content over the incidence of postoperative atrial fibrillation,
adjusting by previoulsy identified clinical confounding factors. We found that
mitochondrial genetic and genomic variants were involved in postoperative atrial
fibrillation pathogenesis, as they determinate different respiratory chain efficiency, and
ATP and oxidative stress generation. These mitocondrial factors were also associated

with alterations in calcium currents in atrial cardiomyocytes.

This study opens the way to prospective designs with larger number of samples in

order to confirm, or dispel, our initial results.
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I.3.RITMO CARDIACO NORMAL:

I.3.a. Sistema de conduccion del corazdn:

El corazon se contrae a una frecuencia variable, cuyo rango normal oscila entre
60 y 100 latidos por minuto (Ipm). Las células musculares cardiacas - o células
miocardicas - no se contraen de manera espontanea, sino que su contraccion
depende de un estimulo externo proporcionado por el sistema de conduccion
cardiaco, constituido por diversos componentes con caracteristicas estructurales y
eléctricas determinadas: nodo sino-auricular, nodo auriculoventricular, fibras

internodales, Haz de His y fibras de Purkinje.

El Nodo sino-auricular (SA) o de Keith-Flack es una estructura muy

especializada cuyas células tienen automatismo, es decir, se despolarizan de
manera espontanea a una frecuencia controlada variable (1). El estimulo cardiaco
se origina aqui en condiciones normales, siendo conocido como el “marcapasos
fisiologico” del corazon. Esta localizado en la zona antero-lateral de la unién vena

cava superior-auricula derecha (AD), en el surco terminal (Figura 1). (2).

El Nodo auriculo-ventricular (AV) o de Aschoff-Tawara es otra zona cardiaca

especializada que también posee automatismo. Esta localizado en el trigono

derecho, en el vértice del Triangulo de Koch. (Figura 2) (2).

Ventriculo-
infundibular

Right
atrium

SEV Tendon of 4
B i ICV Todaro
<

Sinus node in
terminal groove

Figura 1. El Nodo sinusal (2). Figura 2. El 4rea rayada
representa el Tridngulo de Koch (2).

Las fibras internodales conectan el nodo SA con el nodo AV, pasando a través de

los haces musculares delimitados por los orificios de la AD.

El Haz de His (HH) es el tejido de conducciéon que se origina del nodo AV y

atraviesa el trigono derecho hacia el septo interventricular (SIV) membranoso.
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Posteriormente se ramifica: la mayor parte de sus fibras conforman la rama
izquierda. El resto de fibras del HH da lugar a la rama derecha que se dirige hacia el

ventriculo derecho. Dichas ramas dan lugar a multiples fibras nerviosas de Purkinje

que terminan en los miocitos ventriculares.

I.3.b. Fisiologia de la actividad eléctrica cardiaca (3, 4):

En reposo la célula cardiaca esta polarizada, es decir, existe una diferencia de
potencial entre los medios interno y externo de la membrana celular, que se
denomina potencial de reposo transmembrana (PRT), cuyo valor en la célula
miocardica es de -90 mV. Dicho potencial es consecuencia de una concentracion
intracelular de K* 30 veces mayor a la del medio extracelular, gracias a la accion de
la bomba intercambiadora de sodio-potasio (3Na*/2K*) que expulsa tres cationes de
Na* al medio extracelular, mientras que introduce dos de K* a través del sarcolema

(membrana celular muscular).

El potencial de accion transmembrana (PA) es un conjunto de cambios

ionicos que ocurren en el sarcolema y se divide en varias fases (Figura 3):

Fase 0 = Despolarizacion celular: como respuesta a un estimulo eléctrico, los
canales rapidos de Na* de la membrana se abren, permitiendo la entrada masiva de

éste al medio intracelular, con lo que el potencial transmembrana pasa a +30 mV.
Las fases 1 a 3 constituyen la Repolarizacion celular.

Fase 1 = Repolarizacion temprana: la activacion de los canales de K+*
dependientes de voltaje permiten la salida del K* al medio extracelular, y se cierran

los canales de Na*.

Fase 2 = Meseta: apertura de los canales de calcio tipo-L, que origina un flujo de
entrada del calcio extracelular al citoplasma, que se opone a la corriente de K*

iniciada en la fase 1.

Fase 3 = Repolarizacién rapida: inactivacion de los canales de calcio, y apertura

de los canales de K* rectificadores tardios.

Fase 4 = Reposo: cierre de los canales de K* y activacion de la bomba
intercambiadora Na*-K*. La célula recupera el equilibrio iénico del PRT.
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Figura 3. Potencial de accién de la célula miocardica y corrientes i6nicas (4, 5).

El periodo refractario absoluto o efectivo (PRE) tiene lugar en las fases 0, 1, 2
y parte de la 3, y durante el mismo la célula no es excitable, es decir, no puede
despolarizarse. Coincide con la diastole y permite que el corazén se llene. Por el
contrario, al final de la fase 3 la célula puede despolarizarse con estimulos

superiores a un umbral, denominandose periodo refractario relativo (PRR).

A diferencia de las células miocardicas, las células nodales sinoauriculares y
auriculo-ventriculares presentan unas caracteristicas que explican su automatismo

o capacidad de despolarizacion espontanea (Figura 4):

- PRT menor (- 60 mV). A
0 =
- PA de menor amplitud.
- Pérdida progresiva del PRT durante la fase 4. s |
. —80 1
Figura 4. PA del nodo SA (4).

De esta manera, en la fase 4 del PA de las células nodales se producen las
corrientes I¢ (funny currents), que son unas corrientes idnicas de entrada que se
activan en hiperpolarizacion, cuando el potencial transmembrana alcanza el valor
de -60 mV. Esto interrumpe la repolarizacion y provoca el inicio de la
despolarizacion diastdlica mediante la entrada de Na*. Posteriormente, cuando el
potencial transmembrana es de - 40 mV, se activan los canales de calcio tipo-L,
originando un flujo de entrada de calcio, responsable final de la despolarizacion en
las células nodales. Finalmente, la repolarizacion de dichas células marcapasos se
produce por la salida de K* y la inactivacién de los canales de calcio, como ocurre en

las células miocardicas.
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I.3.c. Ritmo sinusal y Electrocardiograma:

El ritmo cardiaco normal es aquel en que la actividad eléctrica se inicia en el
nodo SA, ya que es la zona con mayor automatismo, denominandose por ello Ritmo
Sinusal (RS). Luego el estimulo cardiaco continua a través del resto del sistema de

conduccién hacia los ventriculos.

El electrocardiograma (ECG) es el registro grafico de la actividad eléctrica del
corazéon. El ECG normal esta formado por una serie de ondas que reflejan la
despolarizacion y repolarizacion de las distintas zonas del corazon durante el ciclo

cardiaco (Figura 5).

La onda P representa la despolarizacion auricular que comienza en el nodo
sino-auricular y se dirige a través de la fibras internodales hacia el nodo auriculo-

ventricular.

Posteriormente, durante la contraccién auricular, el estimulo eléctrico es

retenido en el Haz de His, visualizandose en el ECG como una linea recta.

A continuacion las valvulas auriculo-ventriculares se cierran, y el estimulo pasa
del HH a las fibras de Purkinje, dando lugar a tres ondas conocidas en su conjunto

como complejo QRS:

- La onda Q es la primera onda del complejo, y expresa la despolarizacion

del septo interventricular, de izquierda a derecha, por lo que es negativa.

- La onda R simboliza la despolarizacion ventricular; es una onda de alto

voltaje debido al gran espesor de las paredes ventriculares.

- Laonda S representa la despolarizacion en las fibras de Purkinje, y es la

onda negativa que sigue a la onda R.

Al terminar la despolarizacion hay un breve lapso sin conduccidn, visualizado

como una linea recta, que es denominada Segmento ST.

Finalmente comienza el proceso de repolarizaciéon de derecha a izquierda,

siendo la onda T la onda positiva originada por la repolarizacién ventricular (6).
El ritmo sinusal se define por los siguientes hechos electrocardiograficos:
- Presencia de ondas P.
- Todas las ondas P van seguidas de complejo QRS.

- Todos los complejos QRS son precedidos por ondas P.
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A

QS

Figura 5. Ondas del ECG normal.

1.4.HOMEOSTASIS INTRACELULAR DEL CALCIO y CONTRACCION
MIOCARDICA:

I.4.a. Célula miocardica:

Las células musculares cardiacas (miocardiocitos) contienen en su interior

miofibrillas constituidas por miofilamentos finos y miofilamentos gruesos.

Los miofilamentos finos esta formados por cadenas de actina dispuestas de
forma alargada, cadenas de troponina y cadenas de tropomiosina, que se enrollan
alrededor de la actina. La troponina tiene tres subunidades: la C (a la que se une el
calcio), la T (que se acopla a la tropomiosina) y la I (capaz de inhibir la actividad de

la miosina ATPasa y la unién de la actina con la miosina).

Los miofilamentos gruesos estan compuestos por miosina, que es una proteina
que consta a su vez de una cola a-hélice y una cabeza globular denominada f-

miosina (Figura 6).

Figura 6. Miofilamentos de actina
y miosina (7).

Los miofilamentos se imbrican e interaccionan entre si configurando los
sarcomeros (unidades anatdmicas y funcionales del miocito). En el sarcomero se

distinguen diversas zonas (Figura 7):
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Figura 7. Sarcdmero en relajacidn.

La banda A esta constituida por los filamentos de miosina y los extremos de los filamentos
de actina dispuestos a cada lado.

La banda H es una zona incluida en la banda A, donde s6lo son visibles los filamentos de
miosina que se encuentran entre los extremos de actina.

La linea M es el lugar donde se unen los filamentos de miosina adyacentes. Se encuentra en
el medio de la banda H.

La banda I esta formada por los segmentos de los filamentos de actina que se encuentran
delimitados por los filamentos de miosina.

En el disco Z (en el medio de la banda I) se encuentrala proteina CapZ, y es la zona donde
se unen los filamentos de actina adyacentes. Ademas, la miosina se conecta con el disco Z
mediante la tinina.

De esta manera, cada sarcémero estd delimitado por dos lineas Z, y contiene una banda Ay
dos semi-bandas I.

L.4.b. El papel del calcio en la contraccion miocardica:

El calcio (Ca?*) intracelular juega un papel muy importante en la contraccion
miocardica. Para ello, se une a la Troponina C (TnC), lo que cambia la configuracion
de la molécula, desplazando a la tropomiosina. Este proceso deja libres los lugares
de la actina que formaran puentes cruzados con la miosina. El ADP + P;, que estaba
en la cabeza de la miosina, se libera, permitiendo que ésta se desplace: se acercan
los discos Z y los filamentos de actina se acercan entre si hacia la linea M,
desapareciendo casi por completo la zona H. Esto produce la disminucién en la
longitud del sarcémero, y la consiguiente contraccion de la miofibrilla. E1 ATP se
une a la cabeza de la miosina, liberando la actina. La hidrolisis del ATP en ADP + P;

devuelve la B-miosina a su posicidn original (8) (Figuras 8 y 9).
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Figura 8. Sarcémero durante la contracciéon miocardica.

Figura 9. Contraccién y relajacién miocardica (9):

Paso 1: cuando un potencial de accién llega a la célula miocardica, se produce una onda de
despolarizaciéon en la membrana celular, que activa el aumento de calcio intracelular.

Paso 2: el calcio se une a la troponina C, ocasionando un cambio de la configuraciéon de la
molécula de troponina y provoca que la tropomiosina se desplace, dejando libre los lugares
de la actina que formara puentes cruzados con las cabezas de la miosina. La unidn del calcio
provoca la salida del ADP + Pi que estaba unido a la cabeza de la miosina.

Paso 3-Contraccion: la cabeza de la miosina se desplaza, generando el deslizamiento del
filamento fino sobre el grueso.

Paso 4: el ATP se une nuevamente a la miosina, y la actina se desconecta de la misma.

Paso 5-Relajacién: la hidroélisis de ATP por la funcién ATPasa de la cabeza de la miosina da
lugar a la disociacién del calcio de la troponina C y la cabeza de la miosina vuelve a su
posicion original (quedando el ADP+Pi todavia unido a la cabeza de la miosina).

Paso 6: si no disminuye la concentracidén de calcio intracelular, persiste la contraccién
miocardica.
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I.4.c. Homeostasis intracelular del calcio:

El aumento de la concentracion de calcio intracelular necesario para la
contraccion miocardica se produce como consecuencia de dos procesos: entrada
desde el medio extracelular y liberacién desde los organulos celulares que lo

almacenan (10) (Figura 10).

A. Entrada de calcio desde el medio extracelular (4, 11):

En la membrana celular se encuentran diversos tipos de canales idnicos, entre
ellos, canales de calcio tipo-L (large conductance, Ica1) dependientes de voltaje,
canales de calcio tipo-T (tiny conductance, Icat) y el intercambiador 3Na*-CaZ?+
(NCX).

Como se ha comentado en el apartado 1.1.b, el potencial de accion de las células
nodales es diferente del PA de las células miocardicas. Dichas disimilitudes

dependen de las corrientes idnicas activadas en cada fase en los dos tipos de célula.

En las células nodales, la activacion de los canales de calcio tipo-L tiene lugar
durante la fase 4, tras el inicio de la despolarizacion espontanea por las corrientes I
y la posterior entrada de Na*. No obstante, en las células miocardicas, la apertura de

los canales de calcio tipo-L ocurre en la fase meseta (fase 2).

Normalmente, el intercambiador NCX introduce tres cationes de Na* al citosol y
extrae uno de calcio (3Na*/1Ca?*), resultando en una carga positiva final. Sin
embargo, puede actuar de forma inversa durante la fase ascendente (fase 0) del PA,
expulsando Na* e introduciendo calcio, como consecuencia de la gran
despolarizacion de membrana y del aumento de la concentracion intracelular de
Na*. Posteriormente, tras la apertura de los canales de calcio tipo-L, el

intercambiador NCX vuelve a funcionar de manera normal.

B. Liberacion de calcio desde orgdnulos celulares:

Existen diversos organulos celulares que almacenan calcio en su interior. Estos

son el reticulo sarcoplasmico (RtS) y la mitocondria.

La entrada del calcio extracelular durante el potencial de accién genera las
denominadas “corrientes de calcio” debido a la liberacién del calcio al citoplasma
desde los diferentes organulos, por medio de la activacién de la via de la fosfolipasa
Cy del inositol trifosfato (IP3):

* La liberacion del calcio desde el RtS se produce a través del receptor de

ryanodina (RyR) y del receptor del IP3 (IP3R). La actividad del RyR cardiaco
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(RyR2) depende del grado de fosforilacion del mismo, que a su vez esta regulada
por la accion de la Calcio/Calmodulina protein kinasa II (CaMKII) y la protein
kinasa A (PKA).

* El calcio es liberado desde la mitocondria mediante los intercambiadores
sodio-calcio (2Na*/Ca?*) e hidrégeno-calcio (2H*/Ca?*), por el que entran dos
cationes de Na* o dos protones (H*) a la mitocondria y sale uno de calcio al
citosol.

Por el contrario, para la relajacion celular es necesario que disminuya la

concentracion del calcio intracelular, lo cual tiene lugar mediante tres procesos:

A. Salida de calcio al medio extracelular a través del intercambiador Na*/Ca?* (NCX)

y la Ca?*-ATPasa (transporte activo) que se encuentran en el sarcolema.

B. Introduccién del calcio a orgdnulos celulares por medio de:

e La Ca?*-ATPasa del reticulo sarcoplasmico (SERCA, Sarcoplasmic/
Endoplasmic Reticulum Calcium-ATPase) y del aparato de Golgi. Esta bomba es
inhibida por el fosfolamban (PLB).

* El canal unidireccional (uniportador) de Ca?* mitocondrial (dependiente del

potencial de membrana mitocondrial).
* El canal rapido de calcio de la mitocondria.

* El transportador de calcio tipo ryanodina de la membrana mitocondrial.

C. Unidn del calcio a proteinas citosdlicas:

* (Calmodulina: cuando los niveles de calcio aumentan en el citoplasma, éste se
puede unir a la calmodulina formando el complejo Ca?*-Calmodulina, capaz de

unirse a una protein kinasa dependiente de dicho complejo (ver mas adelante).
* Troponina Cy Parvalbimina.

e Sinexinas. (12-14)
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Figura 10. Paso del Ca2+ a través del sarcolema y de las membranas de los
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organulos celulares.

La CaMKII es una proteina quinasa muy abundante en el miocardio (sobre todo
las isoformas 9 y y) activada por el incremento de calcio intracelular principalmente,
mediante la auto-fosforilacién o por la accion de los radicales libres sobre ella. Esta
constituida por cuatro dominios: de auto-asociacidn, catalitico, autoinhibidor o
regulador, y segmento variable.

El dominio de auto-asociacion se encuentra en el terminal C de la proteina, y se
ensambla al calcio y a la calmodulina. E1 dominio catalitico tiene un punto de enlace
de ATP y otros de anclaje a diferentes sustratos (dianas), provocando la
fosforilacion de los mismos. El dominio autoinhibidor o regulador es capaz de
unirse a la proteina catalizadora, inhibiendo la fosforilacion de proteinas. Esta
accion auto-inhibidora se debe al residuo de Treonina 286 (T286) (15) o 287
(T287) (16) (el numero de residuo depende de la isoforma) (17). Cuando dicho
residuo es fosforilado, pierde la capacidad de auto-inhibirse, por lo que la CaMKII

permanece activada, incluso en ausencia de Ca?* y calmodulina.

Cuando el complejo Ca?*-Calmodulina se une al dominio regulador de la CaMKI],
cambia la configuracion de la enzima, exponiendo la regidn catalitica a las dianas,
encontrandose entonces en estado activo. Cuando los niveles de Ca?* disminuyen, la

calmodulina se descalcifica y se disocia de la CaMKII, que recupera su configuracion
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espacial y por tanto se inactiva. Sin embargo, en presencia de suficiente cantidad de
ATP en condiciones fisiologicas, la CaMKII es capaz de auto-fosforilarse a nivel de la
T287 del dominio regulador, incluso cuando la concentracion de calcio se normaliza,

perpetuando el estado de actividad de la enzima (16).

Las dianas de la CaMKII son: canales ionicos, proteinas que intervienen en la

homeostasis del calcio (fosfolamban y el RyR2) y factores de transcripcion.

Entre los canales idnicos destacan los canales de calcio tipo-L; en condiciones
fisiologicas, cuando la CaMKII fosforila dichos transportadores, se activa un proceso
denominado calcium-dependient facilitation (CDF), por el cual hay un aumento
transitorio del pico de entrada de calcio asociado a un enlentecimiento en la
inactivacion de dicha corriente Ica. La autofosforilaciéon de la CaMKII en T287
contribuye al CDF, que es muy importante en la contractilidad miocardica. No
obstante, la activacion por auto-fosforilacion es transitoria a nivel del corazon
gracias a la accién de las protein-fosfatasas 1 (PP1) y 2A que defosforilan la CaMKII

y los canales ionicos, por lo que el CDF dura sélo unos segundos.

Por ello, esta enzima representa un papel muy importante en los procesos de
excitacion-contraccion, muerte celular, y activacion transcripcional de la hipertrofia

e inflamaciéon miocardica (18).

1.5.FIBRILACION AURICULAR

I.5.a. Concepto:

La Fibrilacién auricular (FA) es una alteracion del ritmo cardiaco caracterizada
por una actividad auricular desordenada asociada a una conduccién auriculo-

ventricular irregular (19).

I.5.b. Diagndstico:

La sospecha clinica se basa en la detecciéon de un pulso irregular, pero su
diagnostico debe confirmarse mediante electrocardiograma (Figura 11). En el

registro electrocardiografico destacan tres caracteristicas:
- Intervalos RR irregulares, sin seguir un patron repetitivo.

- Ausencia de ondas P, distinguiéndose a veces una actividad auricular

aparentemente regular, que se observa sobre todo en la derivacion V1.
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L.5.c.

- En el caso de que se distinga actividad auricular, el intervalo entre dos
activaciones auriculares es menor a 200 mseg, correspondiendo a una

frecuencia mayor a 300 latidos por minuto (Ipm) (20).

Figura 11. ECG de Fibrilacién auricular (21).

Epidemiologia:

La FA es la arritmia cardiaca mas frecuente en la poblacién general del mundo

desarrollado (1,5-2%), con una edad media de presentacidon que ha ido aumentando

con el paso del tiempo, siendo en la actualidad de 75 a 85 afos (20, 22).

Es mas prevalente en varones (23) y en individuos caucasicos mayores de 50

afios (22). Su prevalencia aumenta con la edad, siendo menor al 0,5% en pacientes

de 40 a 50 afios, y de 5-15% en mayores de 80 afios. Debido al envejecimiento

progresivo de la poblacidn, se prevé que su incidencia aumente en los préoximos 50

afios hasta casi duplicar la actual (20, 22). Algunos grupos estiman que el riesgo de

desarrollar FA a los 55 afios es de 23,8% en hombres y 22,2% en mujeres (23).

L.5.d.

Tipos de Fibrilacion auricular: (24)
Segun la presentacion y duracién de la arritmia, la FA se clasifica en (Figura 12):

Primer diagnoéstico de FA: pacientes que se presentan por primera vez con FA.

Paroxistica: episodios autolimitados, que duran habitualmente menos de 48 h.

Persistente: se denomina asi cuando el episodio de FA se prolonga mas de 7 dias

o requiere terminarse mediante cardioversion farmacolégica o eléctrica.

Persistente de larga duracién: la arritmia dura mas de un afio y se decide

instaurar una estrategia para el control del ritmo.

Permanente: es aceptada por el paciente y el profesional. El tratamiento no ira

dirigido a la reversidn a ritmo sinusal, sino al control de la frecuencia cardiaca y

prevencion de eventos trombo-embdlicos.
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Figura 12. Tipos de FA segln su presentacién y duracion

Ademas se distinguen las siguientes clases de FA:

- Silente: se diagnodstica por la aparicion de una complicacion (ictus o
taquimiocardiopatia) o como hallazgo casual en un electrocardiograma. Puede

presentarse en cualquiera de las formas temporales previas.

- Postoperatoria: episodio de FA de nueva aparicion tras cirugia cardiaca (FAPC) o

no cardiaca.

I.5.e. Implicaciones clinico-sanitarias:

La fibrilacion auricular condiciona una mayor incidencia de eventos
cardiovasculares. Asimismo, aumenta el riesgo de eventos trombo-embdlicos, ya
que la actividad auricular desorganizada genera un flujo turbulento, asi como
estasis (estancamiento) de la sangre, pudiendo producirse trombos intracavitarios,
sobre todo en la orejuela de la auricula izquierda. Asi, la presencia de FA multiplica
por cinco el riesgo de accidente cerebrovascular (ACV) o ictus. De hecho, se ha visto
que uno de cada 20 pacientes con ACV agudo presentan fibrilacion auricular en el
ECG, a veces no diagnosticada hasta el evento isquémico (FA silente). Ademas, el
ictus secundario a FA es mas severo que los ACV por otras causas, y en parte la
mayor mortalidad de la FA (el doble que en la poblacién con ritmo sinusal) puede

ser atribuida al ictus y sus consecuencias (25).
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En relaciéon a otras repercusiones clinicas, la fibrilacion auricular triplica el
riesgo de insuficiencia cardiaca y puede producir disfuncion ventricular secundaria
a la frecuencia rapida e irregular, a la pérdida de contractilidad auricular y al
aumento de presion telediastdlica ventricular. Se ha visto que la FA se relaciona con
mayor deterioro cognitivo, probablemente debido a multiples eventos embdlicos
asintomaticos (26), asi como disminucion de la tolerancia al ejercicio y de la calidad
de vida (27).

Este importante impacto clinico-patolégico genera un mayor gasto sanitario por
el aumento de los ingresos hospitalarios y de los recursos diagndstico-terapéuticos.
Las principales causas de hospitalizacion relacionadas con FA son la presentacion
de sindrome coronario agudo, empeoramiento de insuficiencia cardiaca,
complicaciones trombo-embdlicas y necesidad de manejo agudo de la arritmia. De
esta manera, la fibrilacion auricular supone la tercera parte de los ingresos por

arritmias cardiacas (20, 24, 28).

I.5.f. Patologias asociadas:

Existen multiples condiciones cardiovasculares y no cardiovasculares asociadas
a esta prevalente arritmia, siendo algunas de ellas tanto causa como consecuencia
de la misma (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones asociadas a la fibrilacion auricular.

Condiciones asociadas a la fibrilacion auricular
Edad avanzada Otras cardiopatias congénitas
Hipertension arterial Insuficiencia cardiaca sintomatica
Diabetes mellitus Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
Cardiopatia estructural Sindrome de apnea del suefio
Taquicardiomiopatia Obesidad
Valvulopatias Disfuncion tiroidea
Enfermedad coronaria Enfermedad renal crénica
Defectos septales atriales
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De las condiciones cardiovasculares, el 30% de los pacientes con FA presenta disnea
en clase funcional II-IV de la NYHA (New York Heart Association), mientras que el 30-

40% de los pacientes con insuficiencia cardiaca sintomatica presentan FA.

Por otro lado, la FA puede ser la primera manifestaciéon en pacientes con
valvulopatia mitral como consecuencia de la dilatacion auricular; sin embargo, aparece

tardiamente en pacientes con enfermedad valvular adrtica.

Igualmente, mas del 20% de la poblacién en FA presenta enfermedad arterial

coronaria. No obstante, se desconoce el modo en que la FA influye en el flujo coronario.

Otras comorbilidades asociadas son la obesidad - 25% de las personas en FA son
obesas -, la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y la enfermedad renal

créonica (ERC), presentes estas tultimas en el 10-15% de la poblacién con FA.

I.5.g. Fisiopatogenia:

Se conocen diversos mecanismos asociados la fibrilacién auricular (24):

auriculares, electrofisiolégicos y genéticos.

- Factores auriculares: algunos son predisponentes y otros derivados de la

arritmia.

* Predisponentes: cualquier cardiopatia estructural puede ocasionar
remodelado ventricular y auricular, generando diferenciacion de los
fibroblastos en miofibroblastos, depdsito de tejido conectivo y fibrosis. Esto
altera la transmision de la actividad eléctrica entre los miocitos y el tejido
de conduccidon alterado, siendo el sustrato electroanatémico para el
establecimiento de circuitos de re-entrada que inician y perpetuan la FA.
Dentro de las alteraciones estructurales destacan los cambios en los
miocitos, como la apoptosis, necrosis e hipertrofia, conceptos analizados en

el apartado 5 de la Introduccion.
e Cambios como consecuencia de la FA:

Algunos estudios han evidenciado un acortamiento del PRE tras la FA y
éste podria influir en la perpetuidad de la misma. Dicho acortamiento podria
deberse a una infraexpresion de los canales de calcio tipo-L y a una mayor
activacion de las corrientes de K* rectificadoras que condicionaran una
acumulacion de K* de latido en latido. Estos cambios se han visto mas en la FA

permanente que en la paroxistica (29-31).
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Un PRE corto produce una disminucién de la longitud de onda, que se define
como la distancia del frente de onda despolarizante durante el periodo
refractario y se calcula multiplicando la velocidad de conduccién por el PRE. De
esta manera, en los casos de FA con una longitud de onda corta como
consecuencia de una conduccion deprimida o por un PRE corto, se pueden
generar multiples frentes de onda despolarizantes a través de la auricula,
provocando la persistencia de la FA. De estos hechos se puede sugerir que una
disminucién en la longitud de onda puede aumentar la probabilidad de

conversion a FA (29).

Otros grupos observaron en muestras auriculares humanas que la
frecuencia de corrientes de entrada Ica. estaba disminuida en los pacientes con

FA permanente (32).

La FA produce disfuncion de la contractilidad auricular por falta de entrada
de calcio al citosol desde el medio extracelular o desde los organulos celulares, y

por alteraciones en la energética miofibrilar.

En las muestras de auricula derecha de pacientes con FA aislada no
quirurgica se han objetivado cambios inflamatorios y fibréticos auriculares, asi

como una mayor actividad de la NADPH oxidasa (33).

Ademas, una condiciéon que impida la disminucion del calcio intracelular
puede generar alteraciones electrofisiolégicas en los miocitos que conlleven la
produccion de arritmias. De hecho, se ha observado que en la génesis y la
perpetuacion de la fibrilacién auricular pueden intervenir los siguientes

fendmenos: post-despolarizaciones anormales y automatismo anormal.

En las post-despolarizaciones anormales el calcio se libera de forma
espontanea y aumentada desde el RtS, generando calcium sparks, que son
controlados por el grado de fosfoliracion del RyR, donde interviene la CaMKII
antes mencionada (34). Una mayor frecuencia de calcium sparks ocasiona una
liberacion de calcio que se propaga como una onda por la auricula (Ca?* wave)

(Figura 13). Las despolarizaciones anormales pueden ser:

- Tempranas (EADs = Early Afterdepolarizations) que ocurren durante la
fase de meseta del potencial de accidn, y produce despolarizaciones
repetitivas. Son favorecidas por la bradicardia, la hipopotasemia o por un

aumento de la corriente de entrada de calcio durante la fase de meseta.

- Tardias (DADs = Delayed Afterdepolarizations) que tienen lugar cuando
la membrana esta completamente repolarizada. Se generan en condiciones

con alto contenido de calcio dentro del reticulo sarcoplasmico.
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El automatismo anormal es producido como consecuencia de un aumento de

la frecuencia de calcium sparks durante la diastole.

Hove-Madsen et al (2004) observaron que la frecuencia de calcium sparks y
de las ondas de calcio era mayor en los pacientes con fibrilacion auricular.
Asimismo, la FA se asociaba con mayor frecuencia de corriente espontanea de
entrada de calcio a través del intercambiador NCX (Incx), por lo que se deducia
que esta corriente influia, al menos parcialmente, en el aumento de frecuencia
de calcium sparks y calcium waves. Por esta razon, concluyeron que la liberaciéon
espontanea de calcio desde el RtS podia ser valorada en funcion de la frecuencia
de Incx. También hallaron que los pacientes con FA presentaban una menor
actividad de la bomba SERCA que introduce calcio al RtS, contribuyendo a la

persistencia de una alta concentracion de calcio en el citosol (31).

La Figura 13 muestra los posibles mecanismos proarritmicos de la CaMKII.

Figura 13. Papel de la CaMKII en la

arritmogénesis.

La activacion sostenida de la CaMKII

ante  diferentes causas  (auto-
Sarcolema fosforilacion u oxidacién) provoca la

fosforilacion de PLB, favoreciendo la
Reticulo sarcoplasmatico _ Mg entrada de Ca2+ al RtS a través de la

i | | Ca"<{NsEReANY— Ca ATPasa. También  estimula la
— u?:L > €2\ e R e, liberacion de Ca2+ desde el RtS al

1) 1 v X fosforilar la RyR2.

e \&‘r‘ . .

EADs b e [ PLB | Asimismo, puede generar  una
2l ] corriente de entrada de Ca?* desde el
\) - medio extracelular a través del
= Ca* : - intercambiador NCX (en

5 1 . . .
DADS e func10nam1en‘Fo 1.nverso), ,generando
Ca (Funcionamiento post-despolarizaciones tardias (DADs).
e~ ' La CaMKII igualmente provoca la

reactivacion de corrientes de calcio a
través de los canales tipo-L, siendo
responsables de las post-
despolarizaciones tempranas (EADs).
Por otro lado, la CaMKII nuclear induce
la fosforilacion de las histona-
desacetilasas (HDAC), siendo entonces
incapaces de inhibir la transcripcion
del factor estimulador del miocito 2
(MEF2), implicado en el desarrollo de
hipertrofia e insuficiencia cardiaca
(35).

Nucleo

Hipertrofia
MEF2—> Insuficiencia
cardiaca

De esta forma, las células miocardicas con despolarizaciones espontaneas

anormales y actividad repetitiva pueden convertirse en focos ectdpicos, esto es,
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ser originadores del estimulo cardiaco. Las venas pulmonares constituyen un
ejemplo de foco ectdpico, como se explica mas adelante. Si coinciden varios
focos ectdpicos a la vez, se producen multiples frentes de onda que ocasionan

una actividad eléctrica cadtica y favorecen la induccion de arritmias.

Mecanismos electrofisioldgicos:

Focos ectopicos: las venas pulmonares son consideradas unas de las zonas
desencadenantes o trigger (“gatillo”) de la FA paroxistica debido a la orientaciéon
de las fibras musculares, y a que sus células presentan un PRE corto. Por ello, la
ablacion de la desembocadura de las venas pulmonares en la auricula izquierda
provoca un alargamiento del ciclo de la FA y la reversion a ritmo sinusal con
bastante éxito. En cambio, en el caso de FA persistente, estas zonas trigger estan
extendidas por toda la auricula, por lo que es mas dificil la conversion a ritmo

sinusal.

Segun la Hipdtesis de Moe (36) o de wavelets (ondiculas) multiples, existen
numerosas ondiculas propagandose de manera independiente y cadtica por la

auricula, y chocando entre si. Esto puede causar el mantenimiento de la FA.

Factores genéticos: la FA tiene un componente familiar, sobre todo en la FA de

aparicion en edad temprana de la vida. En los ultimos afios varios estudios han
demostrado la heredabilidad de la FA aislada, indicando que la FA familiar es

mas comun de lo que parecia. Esta importante base genética comprende:

* Mutaciones en canales i6nicos: del K* (KCNQ1 asociado a QT largo, KCNQ2,
KCNAS), del Na* (SCN5A asociado a miocardiopatia dilatada), del calcio.

* Enfermedades monogénicas: miocardiopatia hipertrofica, miopatias
esqueléticas, amiloidosis familiar, canalopatias (Sindrome QT largo tipo 4,

Sindrome de Brugada, Sindrome de QT corto).

* Proteinas del eje renina-angiotensina: algunos estudios demuestran la
eficacia de los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina

(IECAs) como tratamiento preventivo de la FA.
* Genesimplicados en la cadena respiratoria mitocondrial (ver apartado IV).

* Otros: péptido natriurético atrial, conexinas, interleukinas, ... (37, 38).
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1.4.MITOCONDRIA Y FIBRILACION AURICULAR:

I.4.a. Mitocondria (39):

La mitocondria es un organulo | . ()/r
celular donde tienen lugar muchas Piruvaw{mmw“ Acidos 2>

y. grasos

Acidos
grasos

reacciones del metabolismo celular (p-
oxidacion de acidos grasos, ciclo de NADH —_—
Krebs o ciclo del acido citrico,...)
(Figura 14), pero su principal funcién

es la produccion de energia en forma

de ATP mediante el proceso de \* _//

fosforilaciéon oxidativa.

Figura 14. Ciclo de Krebs.

Esta constituida por dos membranas, externa e interna; el espacio entre ambas
se denomina espacio intermembrana, y el que queda rodeado por la membrana

interna es la matriz mitocondrial.

La membrana externa posee diferentes tipos de proteinas que permiten el paso
de iones, metabolitos y polipéptidos, por lo que son denominadas porinas (porque
forma un poro para el paso de dichos elementos) o VDAC (del inglés voltage-

dependent anionic channel).

La membrana interna presenta invaginaciones designadas como “crestas
mitocondriales”. Carece de poros y es altamente selectiva al paso de sustancias e
impermeable a los iones debido a la presencia de un 20% de cardiolipina
(fosfolipido de membrana). Contiene numerosos transportadores de moléculas y

complejos enzimaticos, entre los que se incluye la cadena respiratoria.
Dentro de las proteinas transportadoras de la membrana interna se observan:

— Nucleétido de adenina translocasa: a su través el ADP se introduce a la
matriz mitocondrial desde el espacio intermembrana (que previamente viene
del citosol), y permite la translocacion del ATP sintetizado en la matriz hacia el

espacio intermembrana, que luego es transportado al citosol.

— Fosfato translocasa: se encarga del paso del fosfato desde el citosol a la
matriz mitocondrial, esencial para la fosforilacion del ADP en el proceso de

fosforilaciéon oxidativa.

Una de las caracteristicas mas importantes de este organulo tan especializado es

que tiene su propio genoma, localizado en la matriz mitocondrial.
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1.4.b.

Sistema OXPHOS:

El proceso por el cual se genera ATP en la mitocondria es conocido como

fosforilacidn oxidativa, que tiene lugar en el sistema OXPHOS o cadena respiratoria,

localizada en las crestas mitocondriales. Esta estructura esta compuesta por cinco

complejos enzimaticos codificados por unos 900 genes, de los cuales sélo 13 se

encuentran en el genoma mitocondrial y el resto en el nuclear.

Los complejos de la cadena respiratoria son:

Complejo I = NADH-Coenzima Q 6xido-reductasa o deshidrogenasa: cataliza la
transferencia de dos electrones del NADH+H* al coenzima Q, utilizando como
transportadores de electrones el flavin-mononucleétido (FMN) y seis centros
de hierro-azufre. La energia liberada en este proceso permite el bombeo de H*

al espacio intermembrana.

Complejo II = Succinato-Coenzima Q dxido-reductasa o deshidrogenasa: esta
formado por 4 subunidades (A, B, C y D) codificadas por el ADN nuclear.
Contiene flavin-adenin-dinucleétido (FAD) y un centro hierro-azufre, y cataliza

la reaccion:
Succinato + Ubiquinona (coenzima Q) < Fumarato + Ubiquinol.

Para ello, el FADH; se oxida, cediendo sus protones a la ubiquinona o
coenzima Q, que se reduce a ubiquinol (QHz). Este complejo no bombea H* al

espacio intermembrana.

Complejo III = Coenzima QH: (ubiquinol)-Citocromo c 6xido-reductasa o
citocromo bci: contiene 11 subunidades, tres de las cuales intervienen en la
fosforilacion oxidativa: citocromo b, citocromo c; y proteina hierro-azufre de

Reiske. Este complejo enzimatico cataliza la siguiente reaccion:
QH:z + 2 Ferri-citocromo ¢ < Q + Ferro-citocromo c + 2H*

La energia liberada en el proceso permite el bombeo de H* al espacio

intermembrana.

Complejo 1V: Citocromo c oxidasa: se encarga de la transferencia de 4
electrones desde el citocromo c hasta el Oz para formar dos moléculas de agua.
La energia liberada en esta reaccion permite el bombeo de H* al espacio
intermembrana. Contiene dos centros de cobre (Cu) que intervienen como

transportadores de electrones.

4 Fe2+-citocromo ¢ + 8 H* + 02 = 4 Fe3*-citocromo ¢ + 2 H,0 + 4 H*,
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— Complejo V = FO-F1 ATP sintasa: cataliza la sintesis de ATP a partir de ADP + P;,
utilizando la energia electroquimica generada por la translocacién de protones

del espacio intermembrana a la matriz mitocondrial (40).

ADP + P; + nH*, —» ATP + H20 + nH*p

NADH+H* y FADH; generados en la glucdlisis y el ciclo de Krebs, de manera que
liberan sus electrones a la cadena respiratoria, donde los complejos I, IIl y IV
bombean protones (H*) de la matriz al espacio intermembrana, generando un
gradiente electroquimico. Cuando la diferencia en la concentracién de H* entre el
espacio intermembrana y la matriz mitocondrial es 100-1000 veces mayor, los H*
entran por la ATP-sintasa a la matriz formando ATP (fuerza protén-motriz) (39, 41)
(Figura 15).

Figura 15. Cadena respiratoria y proceso de fosforilaciéon oxidativa.

I.4.c. Genoma mitocondrial:

El acido desoxirribonucleico mitocondrial (ADNmt) es una molécula circular de
doble hélice con un total de 16.569 pares de bases (pb). Consta de 37 genes: 24
intervienen en el mecanismo de traduccion del acido ribonucleico mitocondrial
(ARNmt), de los cuales 22 corresponden al ARN de transferencia (ARNt) y 2 al ARN

ribosomal (ARNr); los 13 restantes codifican subunidades de cuatro de los
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complejos de la cadena respiratoria (Figura 16). Se hereda por linea materna, es
decir, que los hijos tanto varones como mujeres reciben tinicamente el ADNmt de la

madre.

Origen de replicacion

12S rRNA
Citocromo b

Subunidades
de la NADH
deshidrogenasa

16S rRNA

Subunidades
de la NADH
deshidrogenasa

Subunidades
de la NADH
deshidrogenasa

Subunidad de la
citocromo oxidasa

i Subunidades de la ATPsintasa
Subunidad de la

citocromo oxidasa

Figura 16. ADN mitocondrial (42).

Las células contienen numerosas mitocondrias y por lo tanto existen multiples
copias de genoma mitocondrial en cada célula, caracteristica denominada
“poliploidia” (39). De esta manera, si todas las copias de una célula son iguales se
habla de “homoplasmia”, mientras que si ésta presenta dos o mas variantes, se
denomina “heteroplasmia”. Por ello, la funcién mitocondrial se vera afectada solo
cuando el porcentaje de variantes mutantes que se encuentran en una célula supere
un determinado umbral (nimero que varia dependiendo del tipo de mutacién y de
tejido). Durante la divisidon celular, la segregacidon aleatoria de las mitocondrias
justificaria por qué el nivel o porcentaje de copias mutantes cambia en los distintos

tejidos y a lo largo de la vida.

I.4.d. Haplogruposy subhaplogrupos mitocondriales:

- Definiciones basicas:

Para comprender el concepto de Haplogrupo, es necesario entender primero la
gran variabilidad del ADNmt. El genoma mitocondrial presenta una alta tasa de

mutaciones, siendo algunas patoldgicas y otras no. Estas ultimas son consideradas
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como variantes de la normalidad mas que mutaciones propiamente dichas, ya que
son altamente prevalentes en la poblacidén, y son denominadas “polimorfismos”. Los
polimorfismos de las distintas regiones del ADNmt se transmiten de forma asociada,
lo que determina la clasificacion de distintas variantes del ADNmt denominadas

haplogrupos, segun los polimorfismos que retinan.

El término Haplogrupo fue utilizado por primera vez por Torroni et al. en 1992
(43), y se define como una variante genética mitocondrial caracterizada por la
presencia de determinados polimorfismos. Cada polimorfismo corresponde al

cambio en un nucledtido (SNP = Single Nucleotide Polymorphism).

Los individuos pertenecientes a un haplogrupo pueden presentar otros
polimorfismos que no definen haplogrupo, y que determinaran sus Haplotipos

particulares.

- Técnicas de estudio de variabilidad mitocondrial:

La identificacion de los polimorfismos se realiza mediante diversas técnicas de

biologia molecular: enzimas de restriccién, por secuenciacion directa, entre otras.

Mediante la técnica de “Analisis de restriccion enzimatica” o “Restriction
Fragment Lenght Polymorphism” (RFLPs), los haplogrupos se definen por la
ausencia o presencia de “posiciones de restriccion”, es decir, de dianas de corte para
determinadas enzimas de restriccion. Segun si se utilizan mas o menos enzimas
para hacer el estudio, se obtendran andlisis de restriccion de alta o baja resolucion,

respectivamente.

Ademas, se puede realizar la “Secuenciacion de las regiones hipervariables” de
la region control. La region control es un area del ADNmt que no codifica ningin gen
y presenta una alta frecuencia de mutacion, por lo que contiene areas denominadas
“hipervariables”. Hay 2 tipos de hipervariables: HVI (posiciones 16.024-16.365) y
HVSII (posiciones 73-574). De acuerdo a esta técnica, los haplotipos se definen
segun la combinacién de nucledtidos o mutaciones en la secuencias de bases de las
areas hipervariables de la region control, principalmente HVI, por ser la mas

polimdrfica.

- Tipos y Distribuciéon de Haplogrupos:

Los haplogrupos son designados por las letras del alfabeto en mayusculas, y

algunos haplogrupos se dividen en subhaplogrupos.
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Se ha observado una distribucion geografica de los haplogrupos mitocondriales,
cuya frecuencia es variable segin el origen sea caucasico (poblacién blanca-
europeoide), negroide (poblacién negro-africana) o mongoloide (asiatico-amarilla).

Se distinguen 9 haplogrupos caucasicos tipicos: H, T, U, V, W, X, I, ] y K. El mas
frecuente en la poblacion europea es el H, con una prevalencia del 40,5% (44),
seguido del U (20,5%). El menos prevalente es el haplogrupo W (1.8%) (Tabla 2).

Tabla 2. Prevalencia de los haplogrupos caucasicos.

Haplogrupo Prevalencia || Haplogrupo Prevalencia
H 40,5% \Y% 4,8%
0] 20,5% I 32%
Uk* X 2,5%
T 10,6% w 1,8%
] 7,6%

*Uk: antiguamente llamado K.

El estudio de los haplogrupos permitié6 conocer las migraciones de las
poblaciones ancestrales (Figura 17). Gracias a ello, se ha establecido el origen de la
poblacién humana actual en Africa, mediante la llamada “Eva mitocondrial”
(subhaplogrupo L1), que seria el ancestro comin mas reciente femenino de la
especie Homo sapiens.

39,000- H,J
51,000 , FT,U,UkV

> 1K
N

130,000-
200,000

Mutation rate = 2.2 - 2.9% / MYR
Time estimates are YBP

(omom

Figura 17. Migraciones poblacionales segtin los haplogrupos mitocondriales. (45)
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Por otro lado, los haplogrupos mitocondriales determinan variantes de las

proteinas de la cadena respiratoria, lo que condiciona una eficiencia distinta de

dichos complejos. Por ejemplo, el haplogrupo ] (7,6% de la poblacién europea),

menos eficiente en el proceso de fosforilacidon oxidativa, generaria menor cantidad

de ATP. Sin embargo, esta aparente desventaja va acompafiada de una menor

produccion de ROS y mayor generacion de calor. Esto explicaria por qué este

haplogrupo es mas prevalente en los paises ndérdicos (46-48). En contraposicidn, el

haplogrupo H codifica complejos proteicos mas eficientes (49), consumiendo mas

oxigeno, lo que genera mayor cantidad de ATP y radicales libres, y menos calor (50).

I.4.e.

Clasificacion de las alteraciones del ADNmt:

Las alteraciones patologicas del ADN mitocondrial se clasifican en: mutaciones

genéticas y alteraciones de la dosis gendmica.

L4.f.

Mutaciones genéticas: afectan a la secuencia de bases del ADNmt (51) y pueden

generar alteraciones del funcionamiento del sistema OXPHOS de mayor o menor

gravedad. A su vez incluyen:
* Mutaciones puntuales, que siguen la herencia materna antes mencionada.

* Mutaciones de reordenamiento genético a gran escala, que son de caracter

esporadico, no heredadas. En este grupo se distinguen:

» Delecion parcial: pérdida de un fragmento de ADNmt que, para ser
compatible con la vida, debe presentarse en heteroplasmia. Entre ellas

cabe destacar la “delecién comin” como la mas frecuente.

* Duplicacion de algun fragmento de ADNmt, que, dependiendo de la zona

duplicada, puede inducir alteraciones de distinta gravedad.

Deplecion de la dosis gendmica, es decir, la disminucion del namero de copias

de ADNmt por célula, respecto a la que seria normal para el tejido

correspondiente.

Alteraciones del ADNmt relacionadas con la Fibrilacion auricular:

Como se ha explicado previamente, los factores genéticos son muy importantes

en la fisiopatogenia de la fibrilacion auricular. Diversos estudios han analizado el

ADN mitocondrial en personas afectas de fibrilacion auricular, hallandose diversas

alteraciones que podrian estar relacionadas con esta arritmia.
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Entre las deleciones del ADN mitocondrial asociadas a FA, la mas frecuente de
ellas es la delecion comun o delecion de 4977 pb, presente en el tejido auricular de
individuos con FA segun distintos autores (52, 53). En dichos estudios se vio que la
delecion 4977 pb se asociaba también a mayor edad (54), que a su vez influye en el
desarrollo de FA.

Otro grupo de trabajo surcoreano (55), sin embargo, no encontro6 la mencionada
delecion en los pacientes con FA que analizaron. Por el contrario, estudiaron
mutaciones en la region control del ADNmt y en los genes de la citocromo c oxidasa
[, [l y III, ATPasa 6 y citocromo b en muestras apareadas de sangre y tejido auricular
de individuos afectos de FA y de controles (ritmo sinusal), con los siguientes

resultados:

- No habia diferencias significativas en el nimero de copias de ADNmt cuando
comparaban pacientes con FA y controles. No obstante, el tejido auricular
presentaba un nimero de copias 6 veces mayor al de las células sanguineas, lo

que es normal en tejidos muy demandantes de energia.

- En el grupo de individuos con FA se encontraron patrones de heteroplasmia en
las regiones hipervariables de la region control, localizadas en el polyC 303 de la

region HVIl y en el polyC 16184 de la region HVL

- En el tejido auricular hallaron repeticiones de los nucleétidos citosina-adenina
(CA) empezando en el nucledtido 514, que no se observaron en las muestras

sanguineas.

- Otro hallazgo fue la deleciéon de 9 pb entre los genes citocromo c oxidasa II

(COII) y lisina ARNt, inicamente observada en asiaticos.

I.5.ESTRES OXIDATIVO Y FIBRILACION AURICULAR:

I.5.a. Radicales libres de oxigeno y estrés oxidativo:

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species) son moléculas
altamente reactivas generadas durante el proceso de fosforilacion oxidativa.
Incluyen iones de oxigeno (superoxido, O27), radicales libres (hidroxilo, OH") y
peroxidos (peroxido de hidrogeno, H202). Estos compuestos se llaman asi porque
contienen un enlace débil al poseer un electrén sin pareja, por lo que son muy
inestables, reaccionando con facilidad con otras moléculas para conseguir el
electron que les falta. Dichas moléculas (acidos nucleicos, proteinas, lipidos...) al

perder un electron se convierten en radicales libres a su vez y asi sucesivamente.
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Tienen un importante papel en la sefializacién celular, mediando en Ila
activacion de la muerte celular y apoptosis, pero también inducen la expresion de

genes de defensa y afectan al sistema de transporte de iones.

No obstante, cuando sus niveles aumentan pueden generar dafio estructural
celular de diferentes maneras: alteracion del ADN, oxidaciéon de acidos grasos
poliinsaturados y oxidacion de aminodacidos en las proteinas. A este efecto dafiino se

le denomina Estrés oxidativo.

I.5.b. Envejecimiento celular, muerte celular y apoptosis:

La apoptosis, también llamada muerte celular programada, se desencadena por
sefiales celulares controladas genéticamente, entre otros, el gen supresor de
tumores p53. Se diferencia de la necrosis en que en esta ultima la muerte celular
ocurre como consecuencia de la accion de un agente nocivo agudo sobre los tejidos

o células.

El envejecimiento celular viene determinado por varios mecanismos, siendo dos
de ellos el acortamiento de los telémeros de los cromosomas del ADN nuclear y el
ataque de las ROS sobre el ADNmt.

Los teldmeros se encuentran localizados en los extremos de los cromosomas y
estan formados por secuencias repetitivas de nucle6tidos no codificantes. En cada
replicacién del ADN nuclear (ADNn) se acortan los telémeros, y cuando llegan a una
longitud minima, se desencadena el proceso de muerte celular. Dicho acortamiento
esta limitado por una enzima denominada telomerasa, que se encarga de restituir la

longitud normal de los teldmeros, en el estado embrionario y en células tumorales.

A diferencia del ADNn, el ADNmt es mas vulnerable a la agresion de sustancias
lesivas, ya que estd mas expuesto a las ROS (que se generan en la propia
mitocondria) y porque carece de histonas* que lo protejan. Si las ROS dafian el
ADNmt, se alteran los componentes de la cadena respiratoria y se produce menor
ATP. Cuando los niveles de ATP disminuyen por debajo de un umbral, se activa la

apoptosis celular.

* Las histonas son proteinas que se enlazan con el ADNn, produciendo su enrollamiento
y conformando la cromatina. De esta manera, el ADNn queda en el interior, y por tanto, mas

protegido de los agentes externos.
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Para contrarrestar la accion de las ROS, existen diversos mecanismos

antioxidantes (56):

— Enzimas que degradan las ROS: superédxido dismutasa (que transforma el
anion Oz en H203); catalasa y glutation peroxidasa (que detoxifican el H20>

para evitar que se convierta en hidroxilo).
— Sustancias con efectos antioxidantes:

* Presentes en organismo: acido urico, ceruloplasmina (proteina

transportadora del cobre) y fraccidn plasmatica libre de la transferrina.

* De origen alimentario: a-tocoferol (vitamina E), los carotenoides (como
el B-caroteno), los polifenoles (como el acido cafeico y la quercetina) y el
ascorbato (vitamina C, capaz de regenerar los demas antioxidantes,

como el glutation o el a-tocoferol) (57).

Mediante la induccion de muerte celular y apoptosis, se ha visto que las ROS
también intervienen en la generacién de lesion isquémica (ACV e isquemia
miocardica) (56, 57).

I.5.c. Trastornos de la cadena respiratoria:

Los trastornos en la cadena respiratoria mitocondrial (MRCD, acrénimo en
inglés de Mitochondrial Respiratory Chain Disorders) pueden afectar clinicamente a
multiples tejidos, pero los mas prevalentes son el sistema nervioso y el musculo-
esquelético. Las manifestaciones cardiacas son muy frecuentes, e incluyen
miocardiopatia hipertréfica y dilatada, trastornos en el tejido de conduccion, entre
otros (58-60).

Como se ha mencionado en apartados anteriores, los cambios en las proteinas
de la cadena respiratoria, pueden aumentar la cantidad de ROS producidas y, como
consecuencia, incrementar el estrés oxidativo. Este aumento podria influir en la
fisiopatogenia de la fibrilaciéon auricular, no s6lo mediante el envejecimiento
celular antes explicado, sino también a través del remodelado auricular y de
trastornos electrofisiolégicos. Las ROS en general afectan a las uniones
intercelulares -gap junctions-, y producen fibrosis miocardica (implicada en el
remodelado auricular y la arritmogenicidad). Como ejemplos de alteraciones

electrofisiologicas debidas a esta causa, se han citado la prolongacion del potencial
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de accion e induccion de la actividad trigger por el H;02 y la disminucion de la

reserva de polarizacion por el OH- (46).

Por tanto, dada la codificacion dual de los componentes de la cadena

respiratoria, los MRCD podrian deberse tanto a mutaciones en el genoma nuclear

como en el mitocondrial.

I.5.d. Estrés oxidativo y Homeostasis del calcio:

Se ha demostrado que el estrés oxidativo puede ocasionar una constante y

alta concentracion citoplasmatica de calcio de diversas maneras (61):

1. Disminuyendo la evacuacion de calcio: la oxidacion del grupo SH- de las Ca?*-

2.

ATPasa provocaria su desactivacién y por tanto reduciria el paso del calcio al

reticulo sarcoplasmico, y la salida de dicho catién al medio extracelular (62).

Aumentando la entrada de calcio mediante 2 mecanismos distintos:

a)

b)

El dafio directo del estrés oxidativo sobre la membrana celular
condicionaria un aumento de la permeabilidad de la misma, permitiendo la
entrada de calcio. Esto activaria enzimas degradativas dependientes de
calcio que podrian generar una lesion celular irreversible con pérdida de la

impermeabilidad de la membrana (61).

La oxidacion de NADH+H* y NADPH+ H* intramitocondriales que provocaria
un flujo acelerado de calcio desde la mitocondria al citoplasma. Parece
tratarse de un circulo vicioso, ya que se ha observado que los quelantes del
calcio inhiben la formaciéon de radical OH-, deduciéndose de esto que el

calcio originaria a su vez produccion de ROS (63).

Se trata de un grupo de proteinas que

transfieren electrones a través de la membrana.

Pueden estar situadas tanto en la membrana celular

como en la de los organulos intracelulares.

Normalmente son mas afines al NADPH que al

NADH, y su funcién es reducir el oxigeno a anion

superoxido, mediante la transferencia de un electron

al oxigeno. Por ello se considera que el objetivo de la

familia NOX es la produccion de ROS.

Figura 18. NADPH oxidasa.
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La familia NOX tiene muchas funciones: respuesta defensora contra infecciones,
inflamacion, muerte celular, sefializacion celular, expresion de genes, regulacion del

crecimiento celular...

Interviene en la homeostasis del calcio, gracias a la regulacion de los canales y
bombas que participan en dicha homeostasis, y lo hace mediante dos mecanismos:
modificaciones ROS-dependientes de los canales (por ejemplo, oxidacion de
residuos cisteina) y despolarizacion celular dependiente de transferencia de

electrones.

un aumento de la apertura de los canales de calcio tipo L (65). El mecanismo
no es bien conocido, pero se piensa que pueda deberse a la oxidacion de
residuos de aminoacidos de los canales (66), o también a una
despolarizacion provocada por el transporte de electrones dependiente de
NOX (64).

del RyR son muy sensibles a la oxidacion por ROS (67), lo que ocasionaria
una activacidn de dicho receptor, provocando la liberacion del calcio desde
el RtS en forma de calcium sparks (68). Ademas, las ROS dependientes del

sistema NOX también pueden actuar sobre los receptores IP3 (64).

glutotiolacién, que consiste en la interaccion del glutation y del
peroxinitrito, que deriva del 6xido nitrico y del anién superoxido, con los
residuos cisteina de las bombas de calcio , (69) provocando su activacién a
bajas concentraciones de ROS. Cuando existe un estrés oxidativo
importante, se produce la oxidacion irreversible de los grupos tiol, que

conlleva la inhibicién de la enzima (70).

Asimismo, la produccién de ROS secundaria a la accion de NOX induce la
expresion genética de diversos factores, entre ellos, la angiotensina II, que

interviene en el remodelado auricular.

La familia NOX tiene diferentes isoformas, y la que se encuentra presente en los
miocardiocitos adultos es el NOX2. Esta isoforma esta involucrada en la regulacion
de cascadas de sefializacion, como modulacion de fosfatasas y quinasas, activacion

de proteasas e inactivacion del 6xido nitrico superéxido-dependiente (64).

El gen NOX2 esta localizado en el cromosoma X en los seres humanos. Diversos
estudios han observado que los niveles de expresion de NOX2 y de produccion de

ROS estan aumentados en los miocardiocitos tras infarto agudo de miocardio, en
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respuesta a la angiotensina Il en la aorta y corazon, y en las arterias coronarias en
pacientes con cardiopatia isquémica. Igualmente, la produccién de ROS dependiente
de NOX2 estd aumentada en lo miocitos auriculares en pacientes con fibrilacion

auricular (33).

4. Por la accién de la CaMKII como mediador entre el estrés oxidativo y el calcio

intracelular:

Como se explica en el apartado 1.2.c, la CaMKII juega un papel muy importante
en la homeostasis del calcio, y dicha enzima puede verse afectada por el estrés
oxidativo. De esta manera, la oxidacién de un par de Metioninas (M281/282) del
dominio regulador de la CaMKII (ox-CaMKII) impide su auto-inhibicidn,
independientemente de los niveles de calcio, permaneciendo activa de manera
constante (56, 71). Se ha visto que los pacientes con FA presentan una mayor
expresion de ox-CaMKII en tejido auricular que aquellos en ritmo sinusal, aunque

los niveles totales de CaMKII no estan alterados (72).

La ox-CaMKII tiene diversos efectos. Por un lado, favorece la activacion de los
canales de calcio tipo-L mediante la fosforilaciéon de la Treonina 498 (T498) de la
subunidad  reguladora de lo canales, generando corrientes de entrada de calcio
(Icar). Esta “Icar facilitation” por la ox-CaMKII es mas prolongada (mas de una hora)
que la CDF provocada por la CaMKII auto-fosforilada (varios segundos) (16). Por
otro, a través de la fosforilaciéon de RyR2 provoca una mayor cantidad de calcium
sparks diastolicas desde el RtS, facilitando las DADs. De hecho, se ha comprobado
que los pacientes con FA asocian una mayor fosforilacion de RyR2 a nivel de S2814.
[gualmente se ha encontrado la ox-CaMKII podria actuar como mediador de la
accion de la angiotensina II sobre la homeostasis del calcio intracelular y la
generacion de ROS (16, 72).

Otros autores han observado que el fosfolamban esta hiperfosforilado en el
tejido auricular de pacientes con FA por la acciéon de la CaMKII, siendo entonces

incapaz de inactivar la ATPasa que introduce calcio al RtS (73).
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Figura 19. Efectos de la CaMKII y mecanismos de activacién sostenida (56).

Figura 20. Estrés oxidativo(56) .

5. Porla accion de la CaMKII y otros iones:

Por otro lado, el calcio no es el inico i6n afectado por el dafio oxidativo. Las ROS
producen la activacion de la protein kinasa C (PKC), que a su vez favorece la
produccion de ROS. La PKC y la CaMKII generan alteraciones en las corrientes de
Na*, y las ROS aumentan la actividad de los canales de K* dependientes de ATP
(Katp) (74).

La ox-CaMKII activa los canales de Na* dependientes de voltaje, y se ha visto
que las ROS también pueden activarlos gracias a dos mecanismos, uno dependiente
de la ox-CaMKII y otro independiente, por la oxidacion de una metionina de dichos
canales. Las corrientes de entrada de Na* inhiben la NCX que en condiciones

normales extrae calcio de la célula, por lo que aumenta la concentracion del mismo
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en el citoplasma, prolongando el potencial de accién y pudiendo dar lugar a post-

despolarizaciones anémalas (16, 56) (Figura 21).

Figura 21. Efectos de las ROS y la CaMKII en el Potencial de accidn.

Los canales Karp estan situados en la membrana celular, y se encargan de la
salida de K* del citosol al medio extracelular, hiperpolarizando la membrana e
impidiendo la activacion de los canales de calcio. Estos canales se localizan también
en la membrana externa. In vitro se ha demostrado que el H202 aumenta la corriente

Ikatp en miocitos ventriculares (75).

6. mPTPy estrés oxidativo:

La porina de transicion de permeabilidad mitocondrial (en inglés, mPTP:
mitochondrial permeability transition pore) es un complejo proteico dependiente de
calcio, formado por la asociacién de un canal anidnico voltaje-dependiente (VDAC)
situado en la membrana mitocondrial externa, el transportador de nucle6tidos de
adenina (ANT) en la membrana interna y la ciclofilina D (CyP-D, is6mero

mitocondrial de las ciclofilinas) en la matriz mitocondrial (76).

La mPTP esta ausente o cerrada en condiciones fisiolégicas (77), pero se abre
en situaciones de altas concentraciones de calcio o por la accién de ROS
(superoxido, peroxinitrito) permitiendo el paso de moléculas de hasta 1500 Daltons
(78). Esta apertura provoca la despolarizacion de la membrana interna
mitocondrial y desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa, que conlleva
disminucion de la génesis de ATP e interviene asimismo en los procesos de muerte

celular por activacion de la cascada de caspasas (57).

En resumen, los diferentes autores que han trabajado en el tema han observado que
los niveles de Ca?* en el citosol estan relacionados, a través de complejos mecanismos,

con los niveles de ATP y el estrés oxidativo de la célula.
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1.6.FIBRILACION AURICULAR TRAS CIRUGIA CARDIACA

I.6.a. Introducciony conceptos basicos sobre la cirugia cardiaca:

La cirugia cardiaca es una opcion terapéutica para aquellas personas que
padecen alguna enfermedad del corazén que no tiene solucidén con tratamiento

meédico.

Para poder llevar a cabo las intervenciones quirurgicas cardiacas con seguridad,
es importante mantener el campo quirurgico exangiie, y en muchas ocasiones, se
precisa que el corazén esté parado. Por esta razén, durante la primera mitad del
siglo XX se desarrollaron técnicas y dispositivos para hacer esto posible, naciendo

de esta manera la “Circulacion extracorpérea”.

- Circulacion extracorporea (CEQ):

La CEC consiste en conectar el corazén a una maquina que hace las funciones de
corazon y pulmon durante la cirugia, permitiendo trabajar con el corazén parado y
libre de sangre, pero a la vez se asegura la correcta perfusion del organismo con

sangre oxigenada.

La conexion del corazdn a la maquina de CEC se realiza mediante unas canulas
que se introducen en el corazén y grandes vasos a través de pequeias incisiones. De
esta manera, se extrae la sangre venosa de la auricula derecha y se dirige a un
reservorio. Posteriormente la sangre es bombeada, luego oxigenada y finalmente es
devuelta a la aorta ascendente del paciente, garantizandose la distribucion de la
sangre por las arterias del organismo, con una concentracién de oxigeno y una

presion adecuadas. (Figuras 22y 23) (79).

Figura 22. Esquema basico
del circuito de CEC con
oxigenador de membrana y
bomba centrifuga.
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Figura 23. Diagrama del circuito tipico de circulacién extracorpoérea con “vent”,
aspiradores y circuito de cardioplejia.

- Riesgos/Efectos adversos de la cirugia cardiaca:

A pesar de los beneficios de la cirugia cardiaca, ésta no esta exenta de
complicaciones, como por ejemplo: arritmias (entre ellas, la fibrilacion auricular),
infecciones, sangrado, insuficiencia cardiaca, infarto de miocardio, accidente

cerebro-vascular y muerte.

1.6.b. Epidemiologia:

La incidencia de fibrilacién auricular postoperatoria tras cirugia cardiaca
(FAPC) es alta (16-46%) (80), siendo la complicaciéon mas frecuente de esta cirugia.
Si agrupamos los pacientes por tipo de procedimiento, la FAPC aparece en el 30%
tras cirugia de revascularizacion miocardica, en el 40% tras cirugia valvular y en el

50% tras cirugia combinada valvular y coronaria (24).

El momento de aparicién suele ser entre el segundo y el cuarto dia

postoperatorio, siendo el pico de incidencia a las 48 horas tras la cirugia.
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I.6.c. Implicaciones clinico-sanitarias:

Aunque la FAPC puede ser autolimitada, habitualmente provoca alteraciones
hemodinamicas, mayor mortalidad y aumenta el riesgo de ACV postoperatorio,
infarto de miocardio perioperatorio, arritmias ventriculares e insuficiencia cardiaca.
Como consecuencia de esta mayor morbi-mortalidad, aumenta la estancia
hospitalaria y el coste sanitario (80, 81). Asimismo se han visto complicaciones
hemorragicas (epistaxis, hematoma retroperitoneal,...) derivadas del tratamiento

anticoagulante iniciado por FAPC.

I.6.d. Fisiopatogenia:

En relacidn a la fisiopatogenia de la FAPC, los factores de riesgo se superponen a
aquellos de la FA no quirurgica previamente explicados. No obstante, algunos
grupos proponen la existencia de un substrato electrofisiolégico para esta arritmia
previo a la cirugia (81), y ciertos factores perioperatorios podrian actuar como
desencadenantes de la FAPC: cardiotomia y manipulacion cardiaca, la respuesta
inflamatoria local y sistémica, el uso de catecolaminas o la activacién simpatica
refleja por hipovolemia, anemia, dolor, fiebre e hipo/hiperglicemia y otras

alteraciones metabdlicas (disfuncion tiroidea) y electroliticas (80, 82) (Figura 24).

Anemia

Hipovolemia

Cd

Dano
miocardico ‘

Hipervolemia Aumento
estimulo

simpatico

Hipotermia
Hipoglucemia

\

Inflamacion
sistémica

Inflamacion
local

Figura 24. Factores perioperatorios desencadenantes de la FAPC.
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- Factores mecdnico-locales:

La manipulaciéon cardiaca y la pericardiotomia generan inflamacion local. Algunos
autores hablan de pericarditis transitoria estéril, y se ha visto que estd asociada a la
aparicion de FAPC. Asimismo, dicha pericarditis ocasiona inflamacion auricular; de
hecho, algunos grupos han analizado cortes histolégicos de muestras auriculares de
pacientes intervenidos de cirugia cardiaca, hallando aumento de fibroblastos
epicardicos, con pérdida de miocitos epicardicos, asi como alteraciones en las conexinas
40 y 43. Otros centros han evidenciado infiltrados de linfocitos en tejido auricular
(“miocarditis auricular”) (83), y la mayor presencia de CD 45 positivos en la orejuela

derecha en pacientes que presentaron FAPC (84).

Igualmente, la inflamacion auricular provoca la activacion de mieloperoxidasa,
enzima que cataboliza una reaccién en la que se originan téxicos como, por ejemplo, el
radical hidroxilo (85).

Estos cambios histopatologicos, también favorecidos por el aumento de la presion
auricular por aturdimiento ventricular postoperatorio, pueden predisponer a
alteraciones electrofisioldgicas predisponentes de FA: acortamiento del periodo

refractario efectivo (PRE) auricular y/o circuitos de reentrada (80).

- Estimulacion simpdtica:

Tanto el dolor postoperatorio como la propia manipulacién cardiaca estimulan el
sistema auténomo simpatico. Esto, afiadido a una mayor sensibilidad de las células
miocardicas auriculares a las catecolaminas por la movilizacion cardiaca, contribuye a la
FAPC. Por ejemplo, la norepinefrina aumenta la frecuencia cardiaca sinusal y la
actividad auricular ectopica. Ademas, la disminucion del PRE atrial se asocia a

perpetuacion de la arritmia (86).

También se ha comprobado que la denervacion simpatica durante la cirugia
disminuye la incidencia y severidad de FAPC, de lo que se deduce la implicacién del

sistema simpatico en la fisiopatogenia de la misma (86).

Algunos autores afirman que la analgesia epidural toracica alta disminuye la
incidencia de arritmias auriculares al conseguir un mejor control del dolor y por el

cierto grado de bloqueo simpatico que produce (87).

En el manejo perioperatorio de estos pacientes, es frecuente el uso de farmacos
inotrépicos y vasoactivos, observandose que la milrinona provoca un aumento del
adenosin-monofosfato ciclico (AMPc) mediante la inhibicion de la enzima

fosfodiesterasa, activandose la protein kinasa A, que a su vez activa corrientes idnicas
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(incluyendo aquellas dependientes de los canales de calcio tipo-L). Otros inotropicos
como la dobutamina y la dopamina pueden predisponer a FAPC mediante el aumento de
actividad ectdpica y por la activaciéon mas lenta de las corrientes rectificadoras de K*

tardias, provocando un acortamiento del PRE (88).

Ademas, como muchos pacientes llevan tratamiento con beta-bloqueantes, al
quedar estos discontinuados por la cirugia, si no se reinician tempranamente, provocan
un fenémeno de rebote que, asociado al mayor tono simpatico postoperatorio,

predispone a FAPC.

- Respuesta inflamatoria sistémica:

La cirugia cardiaca y el dolor provocan una respuesta inflamatoria sistémica y local.
De hecho, algunos grupos han demostrado una alta concentracion sanguinea de
proteina C reactiva (PCR) y citokinas proinflamatorias, como la interleukina 6 (IL-6) y
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), en pacientes con FA, como consecuencia de la
activacion del complemento (89). Por esta razén, se ha propuesto que el aumento de la

cifra leucocitaria es un predictor independiente de FAPC.

Por otro lado, como la respuesta inflamatoria favorece la liberaciéon de ROS, que
acortan el periodo refractario efectivo, se justificaria la FAPC observada por algunos
autores (29, 80) .

- Volemia: tanto la hipovolemia como la hipervolemia pueden ser factores

precipitantes de FA.

La hipovolemia y la hipotension arterial ocasionan un menor retorno venoso, que,
como consecuencia, disminuye el gasto cardiaco. Ante la hipovolemia el organismo
responde con una mayor segregacion de catecolaminas para aumentar las resistencias
vasculares periféricas, y tal como se ha explicado antes, el estimulo simpatico facilita la

generacion de arritmias (90).

La hipervolemia intraoperatoria aumenta el volumen diastélico intracavitario, y
genera distension auricular que a su vez produce alteraciones eléctricas en los miocitos

auriculares: acortamiento del PRE y despolarizaciones anormales transitorias (80).

- Hipoxia y Anemia:

La falta de aporte de oxigeno a los tejidos y la anemia estimulan el sistema

simpatico para intentar aumentar el gasto cardiaco (80). Por otro lado, la
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vasoconstriccion pulmonar secundaria a la hipoxia (91) origina sobrecarga del
ventriculo derecho y distension auricular derecha, que actia como trigger de FAPC.

Ademas, la isquemia celular auricular altera sus propiedades eléctricas.

- Hipotermia:

La temperatura corporal baja instaurada durante la CEC también asocia una
respuesta simpatica y como consecuencia FAPC (92). De hecho, se ha observado una
correlacion positiva entre el grado de hipotermia y la mayor incidencia de FAPC durante
la CEC (93).

- Alteraciones idnicas:

Los trastornos i6nicos mas relacionados con FAPC son la hipopotasemia y la
hipomagnesemia, por lo que la correccion de dichas alteraciones es muy importante

para prevenir la aparicion de FA en el periodo postoperatorio (92).

Otras alteraciones i6nicas también incluyen aquellas relacionadas con Ia
homeostasis intracelular del calcio. Como se ha explicado antes, el tono simpatico activa
las corrientes Icar, y la sobrecarga de Ca?* puede ocasionar despolarizaciones anormales
tardias. Algunos grupos de trabajo han observado, en muestras de tejido auricular, que
los pacientes que desarrollaban FAPC presentaban mucha mayor frecuencia de Icar, que
los individuos con FA crénica; la densidad de Ica. era menor en los que se mantenian en

RS postoperatoriamente respecto a los que presentaban FAPC (32).

Por otro lado, se ha visto que como consecuencia de la fibrilacién auricular, se
acumula calcio intracelular, lo que produce una disminucion de las corrientes Ica; esto
origina un acortamiento del PRE auricular, perpetuando la FA (94). Sin embargo, no se
ha podido demostrar que los cambios preoperatorios en canales del Ca?* y K* jueguen

un papel importante en la génesis de FAPC (95).

- Alteraciones en la matriz intercelular auricular:

El envejecimiento ocasiona un desacoplamiento de las conexiones latero-laterales
entre las fibras musculares orientadas paralelamente, generando una disminucién de la
conduccion transversal y, como consecuencia, anisotropia en la velocidad de
conduccion, es decir, comportamiento variable de la conduccién en cada miocito.

Ademas, con la edad se acumula colageno en la matriz intercelular de la pared auricular
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y del septo interauricular, alterando la conduccion, siendo ésta mas lenta (con ondas P

mas alargadas) y favoreciendo circuitos de reentrada (94).

También se ha observado que los pacientes con valvulopatia mitral presentan
mayor cantidad de cambios estructurales a nivel auricular. De esta manera, la dilatacién

de la auricula izquierda se relaciona de forma independiente con la FAPC (96).

Por otro lado, estd demostrado que las uniones intercelulares son clave para la
conduccion de célula a célula. Puesto que la conexina 40 forma parte de estas uniones
entre miocardiocitos, es coherente que la modificacién de la expresion de dicha
conexina induzca una conducciéon heterogénea, como algunos autores han publicado

previamente (97).

- Alteraciones metabdlicas:

La hipoglucemia perioperatoria genera una mayor actividad simpatica y secrecion

de catecolaminas, precipitando y prolongando los episodios de FAPC (98).

Asimismo, la hiperglucemia también favorece la FAPC mediante diversos
mecanismos: altera la membrana celular y las propiedades eléctricas de los
miocardiocitos, y favorece la liberacion de ROS que lesionan las células, activando la

apoptosis celular, y, por consiguiente, induciendo arritmias (99).

Se ha visto que el hipotiroidismo también se asocia a mayor incidencia de FAPC,
sobre todo tras cirugia de revascularizacion miocardica (100). El mecanismo no es bien
conocido, pero sugiere que los niveles bajos de tirotropina (T3) podrian alterar los

compartimentos intracelulares de calcio y generar corrientes anormales de calcio (101).

- Estrés oxidativo en cirugia cardiaca:

Como ha sido previamente comentado, gran parte de los procedimientos de cirugia
cardiaca requieren circulacién extracorpdrea con isquemia cardiaca controlada. Para
reducir el sufrimiento miocardico, se emplean métodos de proteccion miocardica
basados en el principio de disminuir lo maximo posible el consumo y las necesidades de
oxigeno. Mediante la “cardioplejia”, una solucién con alto contenido en potasio, se
induce la parada cardiaca en diastole (ya que los requerimientos de oxigeno son
menores en esta fase del ciclo cardiaco), encontrandose entonces en situacidon de
isquemia. Otros métodos de proteccion miocardica incluyen la hipotermia y la

descompresion de cavidades cardiacas (esta ultima con el objetivo de disminuir la
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presion transmural), situaciones ambas de bajo consumo de oxigeno. Una vez
terminado el procedimiento quirurgico se puede administrar una solucion de

“reperfusion” y se despinza la aorta, para que el corazdn recupere la contractilidad.

En el proceso de isquemia-reperfusion que sufre el corazén se generan radicales
libres de oxigeno (ROS), responsables del dafio oxidativo celular. De hecho, se ha visto
que el principal trigger o mecanismo desencadenante de produccion de ROS en el
miocardio es el dafio de reperfusion (102), siendo los pacientes de edad avanzada los

mas vulnerables a dichas sustancias.

Uno de los aspectos del estrés oxidativo que se han relacionado con la génesis de
FAPC es el aumento de la actividad de la NADPH oxidasa, siendo el factor predictor de
FAPC mas importante. La activacion de la NADPH oxidasa no parece estar relacionada
con el dafo isquemia/reperfusion, sino que es producida por los agentes vasoactivos
(angiotensina II, endotelina I) e inflamatorios (IL-6 y TNF-a) generados durante la
cirugia (103).

Algunos estudios han encontrado, a su vez, una mayor cantidad de peroxinitrito en
individuos con FA permanente, sustancia que oxida los lipidos celulares, proteinas y
ADN y participa en los procesos de apoptosis y muerte celular. Estos dafios provocan la
pérdida de la funcion de las proteinas fibrilares con la consecuente disfuncién auricular
(104).

[gualmente, la interaccion del o6xido nitrico (NO) y del superdxido genera
peroxinitrito que, mediante el desacoplamiento de las NO-sintasas, origina menor
produccion de NO (105).

Se ha comprobado que no hay diferencias entre los niveles basales de anion
superoxido de pacientes que se mantienen en ritmo sinusal postoperatoriamente y los
que presentan FAPC. No obstante, la produccion de anién superéxido estimulada por la
NADPH oxidasa si se asocia con la aparicion de FAPC (103), y esta relacionada con la
edad, pero no con la funcién ventricular, la diabetes mellitus o con el uso de estatinas,
ARA-II o IECAs. Por el contrario, los niveles basales de ani6n superéxido presentan
asociacién con el grado de disfuncion ventricular izquierda y la insuficiencia cardiaca

cronica (33).

Se ha visto que la inflamacién es igual de importante que el dafo

isquemia/reperfusion a la hora de producir radicales libres de oxigeno.
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La Figura 25 (106) resume los posibles mecanismos implicados en la génesis de FAPC.

[ Cardio-pulmonary bypass ] l

Myocardial
Ischaemia & Reperfusion

I

Systemic Inflammation &
Oxidative stress

’ Calcium

[
ROS
generation

) MPTP opening | Cellular Modificabions |
~ 7 |

Cardiomyocyte Death by Necrosis

or Apoptosis

,- i

| Cardiac Structural & Electrical Changes

POAF

Figura 25. Diagrama que
muestra el efecto de la
circulacién extracorpdérea y del
dafio isquemia-reperfusiéon en
el remodelado cardiaco, que
puede derivar a FAPC.

ROS: radical oxidative species;
MPTP: mitochondrial
permeability transition pore;
POAF: post-operative atrial
fibrillation

Montaigne et al. (2013) observaron una asociacion entre la disfunciéon mitocondrial

y el desarrollo de FA tras cirugia cardiaca coronaria. Comprobaron que en los pacientes

que presentaban FAPC:

- Elritmo de “respiracion mitocondrial” a partir de sustratos tanto carbohidratos

(piruvato y malato) como lipidicos (palmitol-L-carnitina), eran menores.

- La actividad de la enzima antioaxidante superoxido dismutasa dependiente de

manganeso (MnSOD) estaba aumentada.

- La sensibilidad de apertura de los mPTP también estaba incrementada y.

ocurria en la fase de reperfusion, como consecuencia de las alteraciones

generadas durante el periodo de isquemia (107). La Figura 26 muestra un

esquema sobre la apertura de mPTP, en que los grupos fosfatos (Pi) actian

como coadyuvantes del calcio. Los ROS provocan la apertura del mPTP

mediante la oxidacién de los residuos vic-tiols del mismo.

Estos dos ultimos se consideraron signos indirectos de mayor produccion de ROS a

nivel mitocondrial (108).
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Ischaemia Reperfusion

ATP and adenine nucleotides l
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Figura 26. Esquema de apertura de mPTP en dafo isquemia-reperfusion (109).

Reilly et al. (2011), sin embargo, encontraron que las ROS secundarias a la actividad
de la NADPH oxidasa podian lesionar el ADNmt y los complejos proteicos de la cadena
respiratoria, proponiendo la disfuncién mitocondrial como el link entre el estrés

oxidativo y la aparicion de arritmias (110).

Otro de los mecanismos propuestos para explicar el dafio de isquemia-reperfusion
es también la disfuncién mitocondrial. La isquemia miocardica genera una menor
produccion de energia en las mitocondrias, lo que conlleva una acumulacién de
metabolitos intracelulares (por ejemplo, lactato), que induce la disminucion del pH y el
aumento de las concentraciones de Na* y Ca?*, consumiendo mas ATP. Esto genera
alteraciones de canales y bombas idnicos, provocando la despolarizacion de membrana
y pérdida de excitabilidad. La principal causa del dafio de reperfusion es la sobrecarga
de Ca?* intracelular y la produccion de ROS, que empeoran la disfuncién mitocondrial,

aumentando la apertura de mPTP (102).

- Factores de riesgo de la FAPC:

Algunos autores también han evaluado los factores de riesgo de fibrilacion auricular

no quirurgica, y han concluido que no todos condicionan una mayor incidencia de
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fibrilacion auricular tras cirugia cardiaca. Es el caso de la diabetes mellitus y la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, que se relacionan con la FA en la poblacién

general, pero no en la poblacion de postoperados cardiacos.

Otros factores si parecen asociarse a FAPC, como son la edad y el remodelado
auricular. Como se ha explicado anteriormente, el envejecimiento celular genera
fibrosis y alteraciones en la longitud de onda (definido como el producto de la velocidad
de conduccidn y el periodo refractario efectivo), siendo ésta considerada como el mejor
predictor electrofisiolégico de FAPC. El remodelado auricular determina una mayor
susceptibilidad; no obstante, por si s6lo no es suficiente para la aparicién de FAPC, sino
que precisaria de factores inducidos por la cirugia para alcanzar el “umbral” necesario
para desencadenar FAPC (82).

I.6.e. Prevencion de FAPC:

- Mecanismos antiinflamatorios:

Estatinas:

Un metaanalisis demostro que el uso de estatinas preoperatoriamente estaba
asociado a una menor incidencia de FAPC, menores niveles de marcadores
inflamatorios postoperatorios, menor ictus y menor estancia hospitalaria. Sin
embargo, todavia no se conoce cual es la mejor dosis, tipo y duracién del

tratamiento con estatinas para este fin (111, 112).

Esteroides:

Varios estudios, entre ellos dos metaanalisis, demostraron que el uso de
corticoides disminuia de manera significativa la incidencia de FAPC y la estancia en
UCI (113, 114), aunque existe algin estudio posterior que no confirm6 dicha

asociacién (115).

Antioxidantes:

Varios grupos de investigacion han estudiado el efecto de los antioxidantes en la
profilaxis de la FAPC, con resultados controvertidos. Por un lado, se ha visto que la
vitamina C, como fuente de ascorbato, disminuia la formacion del peroxinitrito, por
lo que el acortamiento del PRE era menor. De esta manera, se reducia la incidencia
de FAPC, asi como el tiempo de reversion a RS y la estancia hospitalaria en caso de

pacientes que si presentaron FAPC (116). Sin embargo, solo parece ser efectivo en
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las fases tempranas del remodelado, y perderia el efecto en las fases mas tardias.
Asimismo, la N-acetilcisteina demostré prevenir la aparicion de FAPC (117, 118),

pero sin efecto en la estancia hospitalaria (117).

Por otro lado, no hay resultados concluyentes en cuanto al papel de los acidos
grasos poliinsaturados (en inglés, PUFA). Mientras unos autores concluyen que
aumentan el estrés oxidativo (119), lo que justificaria el efecto proarritmico de
estos PUFAs (120), otros, segun un metaanalisis, inicamente han observado que

estos compuestos no reducen el riesgo de FAPC (121).

Asimismo, otro estudio observé que la combinacion de vitamina C, vitamina E y
PUFAs parecia aumentar el potencial antioxidante, atenuando el estrés oxidativo y
la respuesta inflamatoria, consiguiendo, de este modo, reducir la incidencia de FAPC
(122).

Estos procedimientos se emplean no sélo en casos de fallo renal, sino también
para disminuir o modular la respuesta inflamatoria sistémica. De hecho, se ha visto
que la HDFVVC es capaz de “limpiar” o eliminar marcadores de inflamaciéon como la
IL-6, TNFa y complejos del complemento C3a y C5a, tanto en el postoperatorio
como durante la CEC (80). Sin embargo, a pesar de su papel en la modulacién de la
inflamacion, un estudio comprob6 que la HDFVVC durante la CEC no disminuia la
incidencia de FAPC (115).

- Otros farmacos:

Ha sido publicado por algunos grupos que pacientes que tomaban IECAs
mostraban menor prevalencia, no significativa, de FAPC (123). Por el contrario,
otros no han evidenciado asociacién entre el uso de IECAs preoperatorio y la

incidencia de FAPC cuando se ajusta por comorbilidades (124, 125).

Anestésicos volatiles:

Diversos ensayos clinicos sugieren que los anestésicos volatiles, y sobre todo el
sevofluorane, son cardioprotectores y funcionan como agentes anti-inflamatorios
durante la cirugia cardiaca. Los mecanismos por el que actian como

cardioprotectores podrian ser varios: efecto mediado por la apertura de canales
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Karp mitocondriales (126) o mediado por ROS/derivados de nitrégeno (127).
Asimismo, se ha observado que el sevofluorane disminuia la sobrecarga de Ca?*
(128). No obstante, hay pocos estudios que comparen la incidencia de FAPC segun el
tipo de anestésico utilizado: Hemmerling et al (2010) concluyeron que los pacientes
que recibieron sevofluorane presentaban menor incidencia significativa de FAPC

comparado con el grupo en los que se utilizo desfluorane (129).

Opioides > | dolor < Anestesia toracica
p epidural
HDFVVC
l Normotermia
} Inflamacién _, VEstimulo _  Eyvolemia
perioperatoria simpatico Oxigenaci6n
/ \ adecuada
Vitamina C Limpieza de ROS
N-acetilcisteina = | Peroxidacion
PUFA lipidos membrana
Normokalemia
Normomagnesemia v
Eutiroidismo —_— > \], Incidencia FAPC
Euglucemia

Figura 27. Profilaxis no farmacolégica de FAPC (traducido de Chelazzi et al
2011) (80). HDFVVC: hemodiafiltracion vena-vena continua.
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A lo largo de la Introduccién, se han expuesto las evidencias encontradas por
distintos autores sobre la importancia de la homeostasis del Ca?* en la fisiopatogenia de
la FA. Puesto que el estrés oxidativo puede provocar alteraciones en el Ca?*, parece muy

probable la implicacion de las ROS en la fisiopatogenia de esta arritmia.

Siendo la mitocondria la estructura celular responsable de la mayor produccion de
ATP y ROS, es coherente suponer que el fondo genético (haplogrupos) y el contenido
genomico mitocondrial puedan ser factores que contribuyen a la homeostasis del Ca?* y,

por tanto, que estén implicados en la fisiopatogenia de la FA.

I1.1. HIPOTESIS:

El fondo genético y el contenido gendmico mitocondrial, asi como el efecto del
estrés oxidativo en la homeostasis del calcio pueden ser factores que contribuyen a la

aparicion y perpetuacion de la fibrilacién auricular.
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I11.1. OBJETIVOS:

II.1.a. Objetivo principal:
En pacientes intervenidos de cirugia cardiaca con circulacion extracorporea:

1. Analizar la asociacion no ajustada entre el Haplogrupo mitocondrial H (FONDO

GENETICO) y la fibrilacién auricular postoperatoria de nueva aparicion.

2. Analizar la asociaciéon no ajustada entre el Contenido relativo de ADN
mitocondrial en miocito auricular (FONDO GENOMICO) y la fibrilacién

auricular postoperatoria de nueva aparicion.

3. Determinar la existencia de factores de confusion del efecto del Haplogrupo
mitocondrial H sobre la incidencia de fibrilacion auricular postoperatoria de

nueva aparicion.

4. Analizar el efecto ajustado por factores de confusion del Haplogrupo
mitocondrial H y del Contenido relativo de ADN mitocondrial mayor a la
mediana sobre la incidencia de fibrilacién auricular postoperatoria de nueva
aparicion.

IL.1.b. Objetivo secundario:

1. Cuantificar el Dafio oxidativo en miocito auricular y su relaciéon con el ritmo

cardiaco pre y postoperatorio.

2. Cuantificar la frecuencia de Delecion comiun en el genoma mitocondrial del

miocito auricular segun el ritmo cardiaco pre y postoperatorio.

Estudiar la asociacidn, segun el ritmo cardiaco, entre los factores genéticos,

gendmicos y oxidativos mitocondriales con:
3. El Tamano celular del miocardiocito auricular.
4. La Corriente de entrada de calcio a través de la membrana celular.

5. Liberacion espontanea de calcio desde el reticulo sarcoplasmico.
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IV.1. MUESTRAS

Para este Proyecto de Investigacion se utilizaron muestras de tejido auricular
guardadas en la Coleccion del Centro Investigacion Cardiovascular. Dichas muestras
se habian extraido de pacientes intervenidos de cirugia cardiaca para estudios
previos electrofisiologicos (Ver “Criterios de inclusion y exclusion” en apartado
[V.2.b). Se seleccionaron aquellas muestras de las que se disponia de material

remanente suficiente para los analisis mitocondriales.

IV.1.a. Consideraciones éticas:

Este estudio respeta los principios establecidos en la Declaracion de Helsinki
(2000), en el Convenio del Consejo de Europa relativo a los derechos humanos y la
biomedicina (BOE 20 de octubre de 1999) y en la Declaracion Universal de la
UNESCO sobre el genoma humano y los derechos humanos (publicado el 11 de
noviembre de 1997). Asi mismo se ajusta a los requisitos establecidos en la
legislacion espafiola en el ambito de la investigacion médica (Ley 14/2007 de 3 de
julio (BOE 4 de julio) y la proteccion de datos de caracter personal (Ley Organica
15/1999 de 13 de diciembre, BOE de 14 de diciembre, modificada el 5 de marzo de
2011) y cumple los requisitos exigidos por el Comité Etico de Investigacién Clinica

del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona.

IV.2. SUJETOS DE ESTUDIO

IV.2.a. Cohorte de Poblacion de referencia de Cirugia cardiaca:

- Objetivo: se analizaron diferentes variables clinicas de la poblacion de referencia
de donde se extrajo la cohorte de muestras, con la finalidad de valorar la
representatividad de la poblacion de referencia y de identificar factores

predictores de fibrilacion auricular postoperatoria.

- Criterios de inclusion:

Se usaron los datos recogidos de manera rutinaria de todas las intervenciones
de cirugia cardiaca mayor con apertura de pericardio (con o sin circulacion
extracorporea) que tuvieron lugar en nuestro centro desde enero de 2009 a
diciembre de 2015.
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Criterios de exclusion:

No se incluyeron los pacientes intervenidos de cirugia de trasplante cardiaco, ya

que en la evolucion de ritmo cardiaco intervienen factores dependientes del

corazon del donante. También se excluyeron los pacientes con ritmo de marcapasos

preoperatorio.

IV.2.b. Cohorte de Muestras auriculares:

Criterios de inclusion:

Pacientes mayores de 18 afios intervenidos de cualquier tipo de cirugia cardiaca

con circulacion extracorpdrea en nuestro centro desde el afio 2009, que hayan

firmado el consentimiento informado de acuerdo a la Declaracion de Helsinki para

la recogida de muestra auricular durante la intervencion.

IV.3.

Criterios de exclusion:

Contraindicacion de laboratorio para la obtenciéon de muestras celulares:
serologias viricas positivas (VIH, Virus Hepatitis B/C) o no conocidas en

enfermo de riesgo, neoplasia o infeccion activa.

Contraindicacion quirurgica para la obtencion de tejido auricular: anatomia
auricular desfavorable, reintervenciones, cirugia urgente/emergente,
accesos minimamente invasivos (mini-toracotomias y mini-esternotomias)

y la opinidn del cirujano responsable.

Ausencia de consentimiento informado previo para la obtencion de

muestras auriculares.

MATERIAL:

IV.3.a. Reactivos y Kits:

Primers (cebadores)
TagMan Universal Master Mix kit (Toyobo, Japan)
SYBR Green

Medios intra y extracelulares para patch-clamp
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IV.3.b. Equipamiento: (Ver apartado “VII. Definiciones” para conceptos)
- Termociclador para Real-Time PCR.

- Amplificador EPC-10 (HEKA Elektronik): para medir las corrientes de

membrana.

IV.3.c. Software cientifico y protocolos electrofisiologicos:

Se utilizé el software Patch-master y Fitmaster de HEKA para controlar el

amplificador EPC-10 y para el analisis de datos, respectivamente.

IV.4. METODOS:

IV.4.a. Tipo de estudio:

Se disefié un estudio de Casos y Controles retrospectivo. Se seleccionaron las
muestras auriculares disponibles en la Coleccién que tuvieran tejido remanente
suficiente para los estudios mitocondriales. Después, una vez conocido el ritmo

cardiaco postoperatorio del paciente, las muestras se dividieron en 3 grupos:
- Grupo 1: pacientes con FA preoperatoria. Se utilizé como grupo control positivo.

- Grupo 2: pacientes con RS pre- y postoperatorio (RS-No FAPC). Se emple6 como

grupo control negativo.

- Grupo 3: pacientes con RS preoperatorio que presentaron FA tras cirugia

cardiaca (RS-FAPC). Fue el grupo “Caso” de interés.

La definicion de “Caso” (FAPC) se estableci6 como todo episodio de nueva
aparicion de fibrilacion auricular que se presentd tras cirugia cardiaca durante el
ingreso hospitalario, cuya duracién fuera mayor a cinco minutos o requiriera
cardioversion eléctrica o farmacologica. El diagnostico de FA se realiz6é segun los

criterios electrocardiograficos descritos en el apartado 1.3.b.

Posteriormente, una vez organizadas las muestras en los Grupos, se analizaron

las variables que se explican en el apartado IV.5.

IV.4.b. Obtencion y Recogida de las Muestras:

Los fragmentos se obtuvieron aprovechando las suturas necesarias para
establecer la circulacion extracorpdrea durante la cirugia (ver apartado [.4.a.) y en

localizaciones accesibles y facilmente controlables por el cirujano para cerciorarse
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de la maxima seguridad del paciente. El lugar de eleccién fue la orejuela de la
auricula derecha, pudiendo variar segiin la anatomia cardiaca o criterio del cirujano
responsable. En caso de acceso auricular izquierdo en cirugias sobre la valvula

mitral, la muestra se extrajo de la auricula izquierda.

Un miembro del equipo del Laboratorio de Fisiologia Celular (ver apartado 1V.7)
era el encargado de recoger el tejido auricular extraido y una muestra sanguinea, y

transportarlos al laboratorio de investigacidn para su inmediato procesamiento.

IV.4.c. Procesamiento de las muestras:

- Aislamiento de los miocitos auriculares humanos:

Para evitar la degradacion del tejido, éste se sumerge en la solucion Tyrode sin
calcio, fria, a la que se aflade 30 mM de monoxima-2,3-butanediona,

inmediatamente después de la extraccion. El tejido se corta en esta solucion.

El fragmento que se utilizara para el estudio electrofisiolégico se incuba a 359C
en una solucion libre de calcio que contiene 0,5 mg/ml de colagenasa (Worthington
tipo 2) y y 0,5 mg/ml de proteinasa (Sigma type XXIV). Después de 45 minutos se
retira a una solucion libre de calcio y de enzimas y se disgrega con una pipeta
Pasteur. El tejido restante se sigue digiriendo en tandas de 15 minutos en una
solucion con 0,4 mg/ml de colagenasa. Una vez obtenidas las células, se almacenan
en una solucion de mantenimiento, a la que se incrementa gradualmente la
concentracién de calcio hasta alcanzar 1mM. Unicamente se utilizaran los miocitos

alargados y sin granulos.

- Conservacion del tejido:

El tejido auricular se conservé como Coleccion con referencia C0003470, en las
instalaciones del Centro de Investigacion Cardiovascular, con direcciéon en
Barcelona, calle Sant Antoni Maria Claret 167, siendo el Dr. Leif Hove-Madsen el

responsable de la misma.

- Envio de un fragmento de las muestras a Fundacion Rioja Salud:

Se seleccionaron muestras de la Coleccion antes mencionada, se introdujeron en
hielo seco y se enviaron via correo postal urgente a la Fundacion Rioja Salud para la
determinacion de las variantes genéticas y gendmicas mitocondriales. Las muestras
se enviaron en tres tandas temporales (marzo 2015, marzo 2016 y noviembre
2016), siendo posteriormente normalizados sus resultados de acuerdo a las

condiciones experimentales de cada momento de analisis.
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IV.5. VARIABLES:

Se diseno el formulario “Hoja de recogida de datos” para la coleccidon de los

datos de los pacientes de los que se obtuvo muestra auricular: datos de

identificacion y codificacion, variables clinicas, electrofisiolégicas y mitocondriales.

(Figura en apartado VIIIL.3).

IV.5.a. Variables clinico-patologicas: (Ver apartado VIII.1 para definiciones)

- Determinacion del ritmo cardiaco mediante electrocardiograma:

Para la recogida del ritmo preoperatorio, el ECG se realizé al ingreso del

paciente. En aquellos afectos de FA (Grupo 1) se diferenci6 la cronicidad:

paroxistica vs permanente. En los casos de FA paroxistica, se indicé el ritmo al
ingreso (FA o RS).

- Factores pre e intraoperatorios:

Comorbilidad: tabaquismo, hipertensién arterial, diabetes mellitus,
dislipemia, enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), arteriopatia
periférica e insuficiencia renal previa (definida como filtrado glomerular <

50 ml/min o en situacion de dialisis).
Clase funcional: NYHA para disnea, CCS para angina.
Datos ecocardiograficos:

* Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI): representa la
funcionalidad del ventriculo izquierdo. Se consideré funcién ventricular
normal cuando la FEVI era mayor o igual al 50%, mientras que se

catalog6 como disfuncion ventricular cuando la FEVI era menor al 50%.

= Diametro telediastdlico del ventriculo izquierdo (DTDVI): es un
parametro para valorar la dilatacion del ventriculo izquierdo. Se

consider6 que el VI estaba dilatado cuando el DTDVI era mayor a 55mm.

» Diametro de la auricula izquierda (dAl): es un parametro para valorar la
dilataciéon de la auricula izquierda. Se consideré que el dAI estaba

dilatado cuando el diametro era mayor a 40 mm.

Medicacion habitual preoperatoria: acido acetil salicilico (AAS),
anticoagulantes orales (ACOs), beta-bloqueantes, digitalicos, antiarritmicos,

antagonistas del calcio (ACas), inhibidores de la enzima conversora de
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IV.5.b.

angiotensina (IECAs), antagonistas del receptor de angiotensina Il (ARAII) y

estatinas.

Diagndstico de complicaciones postoperatorias:

* Mortalidad hospitalaria

* Hemodinamicas: FA postoperatoria (FAPC), paro/arritmias ventriculares y
necesidad de desfibrilaciéon, infarto agudo de miocardio (IAM)
perioperatorio, sindrome de bajo gasto cardiaco (SBGC)/shock cardiogénico

y necesidad de farmacos inotropicos.
* Respiratorias: edema agudo de pulmén (EAP).
* Neurolégicos: AIT o ACV postoperatorio.

* Renales: insuficiencia renal aguda (IRA) postoperatoria y necesidad de

terapia de reemplazo renal.

* Otras: transfusiones, necesidad de iniciar anticoagulacion por FAPC,

complicaciones hemorragicas como consecuencia del uso de anticoagulantes

Cuantificacion de la estancia hospitalaria en unidad de cuidados intensivos (UCI)

y postoperatoria total. Se consider6 estancia prolongada una permanencia en

UCI mayor a 72 horas o estancia postoperatoria total mayor a 14 dias.

Variables mitocondriales:

Fondo genético: Haplogrupos y subhaplogrupos mitocondriales mediante la

identificacion de los polimorfismos que los definen.

Fondo genomico: Contenido relativo de ADN mitocondrial.

Dafio oxidativo.

Delecion comun o delecion de 4977 pb.

IV.5.c. Variables celulares y electrofisiolégicas:
- Tamafo celular: se mide la capacitaciéon de la célula (Farad, F), que es
proporcional a la superficie de la célula.
- Cuantificacion de las Corrientes de entrada de Ca?* a través de la membrana.
- Cuantificacion de la Liberacion espontanea de calcio desde el reticulo
sarcoplasmatico.
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IV.6. TECNICAS DE ESTUDIO

IV.6.a. Estudio mitocondrial:

Extraccion de ADN total mediante el método convencional de Sambrook (130)

con algunas modificaciones (131).

Haplogrupos y subhaplogrupos mitocondriales: la determinacién de los

haplogrupos y subhaplogrupos mitocondriales se realiz6 mediante Ia
amplificacion de fragmentos cortos de ADN mitocondrial por PCR (acrénimo en
inglés de Polymerase Chain Reaction), seguido de analisis mediante enzimas de
restriccion (RFLPs - restriction fragment length polymorphism) y electroforesis
en gel de agarosa. En algin caso se confirmé mediante secuenciacién de la
region hipervariable I (HVI) del ADNmt. Se utiliz6 la estrategia de haplogrupaje
previamente descrita por Macaulay et al (1999) (132) y Ruiz-Pesini et al (2000)
(133).

Dosis gendmica mitocondrial - Grado de deplecion de ADNmt: estudiado a través

del contenido relativo entre ADNmt y ADN nuclear.

Para calcular el nimero de copias de ADNmt y ADNn se amplificaron dos

fragmentos, uno en la region RNAr 12S de ADNmt y el otro en el gen nuclear

monocopia GAPDH (Gliceraldehido 3P-Deshidrogenasa), mediante ensayo TaqgMan

por qPCR a tiempo real.

Se utilizé el método de la curva estandar:

e gPCR ARNr 12S (del ADNmt): para la cuantificacion del ADNmt se realizd
una curva estandar mediante diluciones seriadas de un producto de PCR de
1279 pb que contiene la region ARNr 12S utilizada. Después se extrapolaron
los Ct (cycle threshold (Ver apartado VIII.2.c.)) obtenidos en cada una de las

muestras a la curva de calibracion para obtener el nimero de copias.

* gPCR GAPDH (del ADN nuclear): para la cuantificacién del ADN nuclear se
realiz6 una curva estandar mediante diluciones seriadas de un producto de
PCR de 301 pb que contiene la region GAPDH usada. Después se
extrapolaron los Ct obtenidos en cada una de las muestras a la curva de

calibracién para obtener el numero de copias.

El nimero de copias de ADNmt y ADNn de cada muestra se normaliz6 para cada

tanda temporal de analisis.
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Posteriormente se calculé la ratio n? copias ADNmt/(n? copias ADNn/2) para

cada una de las muestras (134).

- Dano oxidativo: se estimé mediante el ratio entre un amplificado de 80 pb

(fragmento corto - “short fragment” SF) y otro de 162 pb (fragmento largo -
“long fragment” LF) situados en la misma region del ADNmt, mediante ensayo
con SYBR Green por qPCR. Para el calculo del dafio oxidativo se usé el método
de la curva estandar, que se prepararon de la misma manera que para el

contenido relativo de ADNmt, pero usando un producto de PCR de 870 pb:

usando los primers que amplifican el fragmento largo.

Después se extrapolaron los Ct obtenidos en cada una de las muestras para cada
curva de calibracion para obtener el numero de copias. Como en el caso del
contenido mitocondrial, el nimero de copias de los fragmentos de cada muestra se

normalizaron por tanda temporal de analisis.

Por ultimo se calcul6 la ratio SF/LF. Cuanto mayor sea el valor de la ratio, mayor
es el dafio oxidativo de la muestra, descrito por Dominguez-Garrido et al. (2009)
(134).

- Delecién comun pb 4977: para la deteccidn de presencia o no de delecion comun

pb 4977 se llevaron a cabo dos ensayos TagMan por PCR a tiempo real:

= gPCR (quantitative PCR) de MTND1: sirve como housekeeping, ya que

tiene que amplificarse en todas las muestras.

= gPCR de MTNDyg: sirve para ver si las muestras tienen delecién o no. Los
primers y sondas estaban disefiados de tal manera que si habia deleciéon
se observaria amplificado y si no habia delecion, habria ausencia de

amplificado. Estrategia descrita por Zheng et al (2012) (54).
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IV.6.b. Estudio celular y electrofisioldgico:

El fragmento de muestra auricular utilizado para el estudio celulare y
electrofisiologico fue analizado mediante Patch-clamp. Es una técnica cuantitativa que
mide por un lado la capacitancia y las corrientes i6nicas a través de la membrana. Se
utilizo para ello un amplificador EPC-10 (HEKA Elektronik).

La composicion de las distintas soluciones experimentales fue:

- Solucion extracelular (mM): NaCl 127, TEA 5, HEPES 10, NaHCO3 4, NaH2PO4
0,33, glucosa 10, acido piruvico 5, CaCl; 2, MgCl; 1,8 (pH 7,4).

- Solucion de la pipeta (mM): acido aspartico 109, CsCl 47, Mg,ATP 3, MgCl; 1. Se
afiadieron 250 ug/1 de anfotericina a la solucién de la pipeta antes de comenzar

el experimento.

que ésta es proporcional a la superficie celular. La unidad de medida fue, por tanto, el

picoFarad (pF).

a -45 mV (usado para inactivar la corriente de Na*), seguido de despolarizacion de 200
ms a 0 mV. Se determind la amplitud de la Ica, en picoamperios (pA), como la diferencia
entre el pico de corriente de entrada y la corriente al final de la despolarizaciéon. La
relacién entre corriente y voltaje se obtuvo con potenciales test entre -40 y +50 mV para
comprobar el estado de las células. Las células con relaciones intensidad-voltaje
anormales fueron descartadas. La IcaL se expres6 como densidad de corriente, es decir,
corriente normalizada por la superficie de la célula para compensar las variaciones
debidas al tamafio celular, por lo que la unidad de medida empleada fue pA/pF (31,
135).

clampado a -80 mV y detectado mediante la medicion de la frecuencia de las corrientes
de entrada transitorias de intercambio Na*-Ca?* (NCX) inducidas por la liberacion
espontanea de calcio. Por tanto, la unidad de medida fue el nimero de eventos por

segundo (°s).
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IV.7. ANALISIS DE RESULTADOS:

IV.7.a. Generalidades:

El analisis estadistico de datos se realizé por medio del paquete estadistico
StataCorp. 2013 (version 13.1) (Stata Statistical Software: Release 13. College
Station, TX: StataCorp LP). Se valor6 la normalidad de las variables continuas

mediante la prueba de Shapiro-Wilks.

Las variables continuas con distribucién normal se expresaron como media *
desviacion estandar (DS), y fueron comparadas empleando la prueba de t de
Student (si la variable independiente era binomial) o mediante analisis de la

variancia (si la variable independiente presentaba mas de dos categorias).

Las variables que no seguian distribucion normal se representaron a través de
la mediana y el rango intercuartilico (IQR, del inglés Interquartile Range) y se

compararon mediante la prueba W de Wilcoxon.

Las variables categoricas se expresaron como frecuencia y porcentaje, y se
compararon mediante la prueba de chi-cuadrado y el test exacto de Fisher cuando al
menos un 25% de los valores muestran una frecuencia inferior a 5. La medida de
asociacién empleada en el analisis univariante de las variables categoéricas fue la
odds ratio (OR) con el intervalo de confianza (IC) al 95% calculado por el método de

Cornfield, para mayor precision.

Las variables ordinales se expresaron como frecuencia y porcentaje, y las
medidas de asociacion se valoraron mediante la prueba de tendencia lineal de

Mantel-Haenszel, mostrando la OR y el IC al 95% por el método de Wilson.

La correlacion entre variables continuas se expresé mediante el coeficiente r de

Pearson. El error a se estableci6 en 0,05.

IV.7.b. Valoracioén de factores predictores de FAPC en la cohorte de referencia:

Se elaboré un modelo predictivo de aparicion de FAPC en la cohorte de
referencia, que pudiera servir posteriormente como base para la busqueda de

confusion en la cohorte de muestras.

Para ello se realiz6 una busqueda bibliografica de las variables clinico-
ecograficas descritas en la literatura que pudieran ser factores de riesgo o
protectores de incidencia de FAPC. Dichas variables se introdujeron en un comando
estadistico de seleccion por pasos (stepwise), que permite analizar muchas variables

rapidamente, primero con un criterio de exclusién secuencial de p>0,10 y después,
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con un criterio de inclusién secuencial de p<0,05 (136). De esta manera, en la
primera fase se eliminaron aquellas variables cuya asociaciéon con FAPC presentara
un valor de p mayor a 0,10; en la segunda fase, se introdujeron en el comando
aquellas variables no eliminadas en la primera fase, y se seleccionaron solamente

las que presentaron una asociacién con valor p menor a 0,05.

Las variables identificadas como predictoras mediante el proceso de selecciéon
por pasos se analizaron mediante regresion logistica multivariante para obtener el
valor de asociacion (OR e IC 95%) de cada una de ellas con la FAPC, asi como su

valor p de significacion.

IV.7.c. Valoracioén de la confusion en la poblacion de muestras auriculares:

Las variables de confusion (clinicas, mitocondriales, celulares y
electrofisiologicas) del efecto del Haplogrupo H sobre la incidencia de fibrilacion
auricular postoperatoria se establecieron en un proceso de tres pasos (137, 138).
Para este andlisis se excluyeron los pacientes que ya presentaban FA en el

preoperatorio, es decir, se usaron los datos de los pacientes de los Grupos 2y 3.

19) Mediante analisis univariante se identificaron como posibles confundidoras
aquellas cuya asociacion con el efecto (FA postoperatoria) mostraba un valor de
p<0,20;

292) Para cada posible confundidora se analizaron los Criterios de confusion.

i.  Primer criterio de confusién: Se valoré la asociacidn entre el potencial

factor confundidor y el efecto (la FA postoperatoria) en los pacientes sin

el factor de exposicion a estudiar (Haplogrupo No H).

Se cumple el primer criterio cuando dicha OR es mayor o igual a 1,5

(si factor de riesgo) o menor o igual a 0,67 (si factor protector).

ii.  Segundo criterio de confusion: Se analizo la asociacion entre el potencial

factor confundidor y el Haplogrupo H en los pacientes que no

presentaron FA postoperatoria (Grupo 2).

Se cumple el segundo criterio cuando dicha OR es mayor o igual a 1,5

(si factor de riesgo) o menor o igual a 0,67 (si factor protector).

iii.  Tercer criterio de confusion: Se cumple el tercer criterio si la potencial
variable confundidora no es una variable intermedia entre el factor a

estudiar (Haplogrupo H) y la FA postoperatoria.

Elena Rosell6 Diez 89



IV. MATERIAL Y METODOS Tesis Doctoral

32) Valoracion de la importancia clinica: Una vez identificadas las variables que
cumplian los tres criterios, se decidio la pertinencia de ajustar por dichas variables
confundidoras en funcion de si la diferencia entre la OR cruda (ORc) y la OR ajustada
(ORa) era clinicamente importante. Para ello se dividi6 el valor absoluto de la
diferencia (ORc - OR,) por la OR ajustada.

(or, -0r,)

Cambio OR = x100

Si el cambio de OR era mayor o igual al 10%, se debfia ajustar por dicha variable.

Las variables que superaron los tres pasos, se introdujeron posteriormente en el

modelo de ajuste para ser analizado mediante regresion logistica multivariante.

IV.7.d. Valoracioén de la interaccion gen-ambiente:

Una vez identificados los factores de confusion clinicamente importantes, se
puede analizar la interacciéon entre el “ambiente” (factores adquiridos) (F) y el

factor genético (Haplogrupo H).

Para este fin se toma como referencia la subpoblacién de los pacientes con
Haplogrupo No H y sin el factor ambiental (NoH-NoF), y se calculan las OR de las
subpoblaciones con distintas combinaciones de factor genético y ambiental,

respecto a esa subpoblacion de referencia (Tabla 3):

- La OR del componente genético (ORcompgen): compara la subpoblacion de
pacientes con Haplogrupo H y sin factor adquirido (H-NoF) vs subpoblacion de

referencia.

- La OR del componente “ambiental” (ORcompamb): compara pacientes con

Haplogrupo No H y factor adquirido (NoH-F) vs subpoblacién de referencia.

- La OR del componente combinado “gen-ambiente” (ORgen-amp): compara
pacientes con Haplogrupo H y factor adquirido (H-F) vs subpoblacion de

referencia.

Finalmente se calcula la OR de la Interaccion Gen-Ambiente (ORinter Gen-amb)

mediante la siguiente formula (ver Tabla 3):

OR _GxDxAxF

Gen-Amb

OR = =
Inter Gen-Amb OR x OR CxHxExB

CompGen CompAmb
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Tabla 3. Calculo de OR para Interaccion gen-ambiente

Fact adquirido | Haplogrupo H | Casos Controles OR
No A B Referencia
No
st C D or, 4B
ompGen A xD
No E F _ExB
CompAmb AxF
Si
S G H Gen-Amb = fol
X

IV.7.e. Modelo ajustado del efecto del Haplogrupo H sobre la FA postoperatoria:

Se construy6 un modelo predictivo del efecto del Haplogrupo H sobre

la

incidencia de fibrilacién auricular postoperatoria mediante regresion logistica,

ajustado por las variables de confusidn identificadas previamente. El efecto de las

variables predictoras seleccionadas por el modelo se expresé como OR e IC al 95%.

La validez del modelo se evalué mediante el area bajo la curva (AUC: “area under the

curve”) de las curvas ROC (acronimo en inglés de “Receiver Operating

Characteristic”). Se considerd como valido un valor de AUC mayor o igual a 0,8.

IV.7.f. Algunas peculiaridades:

Para valorar la asociacion entre el Haplogrupo mitocondrial y el resto

de

variables, se decidié agrupar categorias que recogieran pocos individuos: grupo H

(con haplogrupo H, el mas frecuente en la poblacion general caucasica), y grupo No

H, que incluia el resto de haplogrupos mitocondriales (], Pre-V, T, Uy V).

Asimismo, para calcular las medidas de asociacidon fue necesario categorizar

algunas variables continuas, sin presentar pérdida importante de eficiencia

estadistica:

- Edad: =60 afios, >60 y <70 afios, y >70 afios.
- FEVI: <30%, =230y < 50%, y = 50%.

- Tiempo de isquemia miocardica: =60 minutos, >60 y <90 minutos, >90 y <120

minutos y >120 minutos.
- Dafio oxidativo: <1y =1.

- Contenido ADNmt: < mediana y > mediana.

Elena Rosell6 Diez

91




IV. MATERIAL Y METODOS Tesis Doctoral

IV.8. COLABORADORES

Este proyecto surgié desde el Servicio de Cirugia Cardiaca del Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau a partir de las investigaciones previas desarrolladas por el
Centro de Investigacion Cardiovascular sobre fibrilacion auricular, con el que
colabora desde hace afios. Asimismo, se solicitd colaboracién a la Fundacion Rioja

Salud para los estudios mitocondriales.

IV.8.a. Centro de Investigacion Cardiovascular:

El Centro de Investigacion Cardiovascular es un centro mixto del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) con CIF Q-2808002-D y del Institut
Catala de Investigacions Cardiovasculars (ICCC). EI ICCC es un consorcio en el cual
participan la Generalitat, el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y la Universitat
Autonoma de Barcelona. Esta ubicado dentro del recinto del Hospital de la Santa

Creu i Sant Pau, con direccion en Barcelona, calle Sant Antoni Maria Claret 167.

El equipo del Laboratorio de Fisiologia Celular de este centro lleva mas de 15
afios estudiando los mecanismos electrofisioldgicos de la fibrilacion auricular a
partir de muestras de tejido auricular obtenidas durante las intervenciones de
cirugia cardiaca del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona. Por esta
razon, dicho equipo fue el encargado de la recogida y analisis electrofisiologico de
las muestras, siendo el Dr. Leif Hove-Madsen investigador del CSIC y representante

del Centro de Investigacion Cardiovascular.

IV.8.b. Fundacion Rioja Salud

La Fundacion Rioja Salud (FRS) es un organismo que se encarga de la gestion y
coordinacion del Centro de Investigacion Biomédica de La Rioja (CIBIR), con
domicilio en Logrofio, calle Piqueras 98, Edificio CIBIR y con CIF G26325936.

El equipo de la Unidad de Diagnoéstico Molecular fue el responsable de los
estudios mitocondriales en las muestras recogidas, siendo la Dra. Elena Dominguez-
Garrido el investigador Jefe de la Unidad, y el Sr. José Ignacio Nieto Garcia el

Presidente y representante de la FRS.
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V.1. COHORTE DE POBLACION DE REFERENCIA DE ESTUDIO:

De enero de 2009 a diciembre de 2015 se realizaron en el Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau de Barcelona 3520 cirugias cardiacas mayores con apertura de
pericardio, 2726 con y 794 sin circulacidén extracorpdrea. 123 de esos pacientes

fueron operados de trasplante cardiaco, siendo excluidos para el andlisis de datos.

V.l.a. Caracteristicas preoperatorias:

- Ritmo cardiaco preoperatorio: 748 (22,02%) pacientes presentaban fibrilacion

auricular preoperatoria, 2622 (77,16%) ritmo sinusal y 27 (0,79%) se encontraban
en ritmo de marcapasos. Este ultimo grupo no se incluy6 en el analisis de datos, por
lo que quedaron finalmente 3370 casos para el analisis de variables clinicas en la

poblacién de referencia.

- Sexo y edad: La mayoria de los pacientes eran hombres (n=2201; 65,31%), y la

mediana de edad era de 70 afios [61-76 afios].

- Comorbilidades: La prevalencia de hipertension arterial fue del 69,29%, diabetes
mellitus 31,19%, dislipemia 56,44%, tabaquismo 23,62%, EPOC 11,63%,

arteriopatia periférica 11,99%, disfunciéon ventricular izquierda 22,82%,

insuficiencia renal preoperatoria 22,85% y dialisis preoperatoria 1,51%.

- Situacién clinica: La mayoria de los pacientes se encontraban en clase funcional
[I-IIT de la NYHA (n=2188; 64,92%). 2101 pacientes (67,36%) no presentaban
sintomas de angina; de los afectos de dolor anginoso, la mayoria se encontraba en
clase II-11I de 1a CSS (n=908; 82,54%).

- Datos ecocardiogrdficos: La mediana de la FEVI era 60% [50 - 68%],
presentando el 22,82% (n=769) algun grado de disfuncién ventricular (FEVI menor
de 50%). No se pudo disponer de los datos de DTDVI y dAI de todos los pacientes.
De los datos disponibles, la mediana del DTDVI era 50 mm [45-56 mm] y del dAI 44

mm [39-51 mm], presentando el 65,94% dilataciéon auricular izquierda (mayor a 40

mm). Cuando se analiz6 segun el ritmo cardiaco preoperatorio, se observd que los
pacientes con FA preoperatoria tenian una mayor frecuencia de Al dilatada (84,50
vs 59,37%; OR 3,73, p<0,001) y una menor prevalencia de disfunciéon ventricular
(20,19 vs 23,57%, OR 0,82, p=0,052) que los pacientes en ritmo sinusal

preoperatorio.

- Medicacion habitual: El 47,48% de los pacientes (n=1600) tomaba acido

acetilsalicilico, el 57,06% (n=1923) estatinas, ambos farmacos con una prevalencia

significativamente mayor en el grupo con RS preoperatorio (p<0,001).
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En cuanto al tratamiento frenador de frecuencia cardiaca, el 43,59%
(n=1469) recibia B-bloqueantes, el 7,33% (n=247) digitalicos y tan s6lo un
3,47% (n=117) antiarritmicos, estos dos ultimos farmacos con una prevalencia

significativamente mayor en la poblacion con fibrilacién auricular preoperatoria
(p<0,001).

En relacién al tratamiento vasodilatador, el 15,43% (n=520) tomaba
antagonistas del calcio, sobre todo en el Grupo con FA preoperatoria (18,98% vs
14,42%, p=0,002). E1 36,02% (n=1214) tomaba IECAs y el 13,23% (n=446) ARA
IL.

V.1.b. Complicaciones postoperatorias:

- Fibrilaciéon auricular postoperatoria:

De los 2622 pacientes con ritmo sinusal al ingreso, 594 (22,65%) presentaron
un primer episodio de FAPC. La Figura 28 muestra la incidencia de FAPC segun el
tipo de procedimiento, siendo la cirugia de aorta aislada, la cirugia combinada y la
cirugia valvular aislada las que mayor incidencia presentaron (35,85%, 30,69% y
26,95%, respectivamente).

Cirugia valvular aislada Cirugia coronaria aislada  Cirugia combinada

Cirugia aorta aislada Cirugia miscelanea Total

[ RS-No FAPC [ RS-FAPC

Figura 28. Incidencia de FAPC seglin procedimiento quirdrgico realizado en
pacientes con RS preoperatorio.
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No hubo diferencias significativas en la incidencia de mortalidad hospitalaria
segun la presentacion o no de FAPC (6,40 vs 5,67%, OR 1,14, p=0,506). Sin embargo,
los pacientes con FA de debut postoperatoria presentaron mayor incidencia de

eventos isquémicos neurologicos en el postoperatorio que los que se mantuvieron
en RS (4,88 vs 2,12%, OR 2,37, p<0,001).

Ademas, las medianas de la estancia en UCI y de la estancia postoperatoria total
fueron significativamente mayores en el grupo de pacientes que presentdé FAPC
comparado con el que no presentd FAPC: a) estancia en UCIL: 5 [3 - 7] dias vs 3 [2-5]
dias, respectivamente, p<0,001; b) estancia postoperatoria total: 9 [7-15] dias vs 7

[6-10] dias, respectivamente, p<0,001 (Figura 29).

Incidencia de AIT/ACV segun ritmo postoperatorio .
Estancia UCI y Postoperatoria total segln ritmo postoperatorio

<0,001 <0,001
p<0,001 — PP — P

4.88

Estancia mediana (dias)
~

212

Incidencia AIT/ACV postop (%)

n
!

Estancia UCI Estancia postoperatoria total

| Rs-NoFAPC [ RS-FAPC | [ NoFAPC [ FARC |

Figura 29. Estancia en UCI y postoperatoria total segtin incidencia de FAPC.

- Otras complicaciones:

44 pacientes (1,31%) presentaron edema agudo de pulmén (EAP) en el
postoperatorio, con una incidencia significativamente mayor en los pacientes que
presentaron FAPC (Grupo 3) comparado con el Grupo 2 (p<0,001), pero sin

diferencia significativa comparado con el Grupo 1 (p=0,077).

En el analisis univariante, se observé una mayor incidencia de FAPC en los
pacientes que presentaron sindrome de bajo gasto cardiaco (SBGC) o shock
cardiogénico en el postoperatorio (32,88% vs 22,04%, OR 1,73, p=0,002). Esta
asociacién probablemente se deba a que el uso de inotrépicos en situaciones de

SBGC o de shock favorece la aparicion de arritmias.

La frecuencia de insuficiencia renal aguda postoperatoria fue significativamente
mayor en el Grupo 3 comparado con el Grupo 1y el Grupo 2 (20,45% vs 11,39% vs
26,09% respectivamente, p<0,001). La necesidad de dialisis postoperatoria fue

mayor en los pacientes que presentaron FAPC comparado con los que no
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presentaron FAPC (15,49% vs 6,66%, p<0,001). Esta diferencia también era
significativa entre los pacientes con FA preoperatoria (12,70%) y los pacientes con
RS preoperatorio que no presentaron FAPC (p<0,001). Sin embargo, cuando se

comparo el grupo de FA preoperatoria con el grupo que presenté FAPC de debut no
se evidencié una diferencia significativa (p=0,143).

Complicaciones postoperatorias segun el ritmo cardiaco
30—_
26.1
25
] 20.5
& 207
©
IS i 15.5
C 15
3 ] 12.7
‘5 1.4
< ]
10+ 8.96 55
1 6.66
5
1 2.81
1.47 789
FA preoperatoria RS-No FAPC RS-FAPC
I eap [ sBGC/shock [ AIT/ACY [ IRA [T Dialisis

Figura 30. Incidencia de complicaciones postoperatorias segtn el ritmo cardiaco.
EAP: edema agudo de pulmén; SBGC: sindrome de bajo gasto cardiaco; AIT/ACV:
accidente isquémico transitorio/accidente cerebro-vascular; IRA: insuficiencia renal
aguda.

Se identificaron las siguientes variables como posibles factores predictores: a)
preoperatorias: sexo femenino, edad, hipertension arterial, EPOC, insuficiencia renal
preoperatoria, FEVI categorizada (ver apartado I[V.7.f), dilatacion auricular
izquierda, tratamiento con AAS, beta-bloqueantes, ACas y/o IECAs; b)
intraoperatorias: cirugia valvular aislada, cirugia coronaria aislada, cirugia
combinada, cirugia aislada de la aorta y cirugia sobre la valvula mitral; y c)
postoperatorias: SBGC/shock, insuficiencia renal postoperatoria y dialisis
postoperatoria.

98

Elena Rosell6 Diez



Tesis Doctoral V. RESULTADOS

En la primera fase del proceso estadistico de seleccion por pasos se eliminaron
aquellas variables cuya asociacion con FAPC presentara un valor p mayor a 0,10,
permaneciendo de esta manera las siguientes: a) preoperatorias: edad, tratamiento
con AAS y/o IECAs; b) intraoperatorias: cirugia combinada y cirugia sobre la valvula
mitral; y c¢) postoperatorias: insuficiencia renal postoperatoria y necesidad de

dialisis postoperatoria.

Estas se introdujeron en la segunda fase, seleccionandose aquéllas con valor p de
la asociacion con FAPC menor a 0,05: a) preoperatorios: edad, tratamiento con AAS
y/o IECAs; b) intraoperatorios: cirugia combinada y cirugia sobre la valvula mitral; y

c) postoperatorios: insuficiencia renal postoperatoria.

El grado de asociacion de dichos factores predictores con la incidencia de FAPC
en la cohorte de referencia se analiz6 mediante regresion logistica multivariante
(Tabla 4). El uso preoperatorio de AAS se establecié como factor protector, mientras

que las demas variables se presentaron como factores de riesgo.

Tabla 4. Factores predictores de FAPC en la cohorte de poblacién de referencia.

Factor predictor OR IC95% Valor p

Preoperatorios

Edad 1,04 1,03-1,05 0,000

AAS (PROTECTOR) 0,78 0,64-0,95 0,011

IECAs 1,27 1,04-1,54 0,020
Intraoperatorio

Cirugia combinada 1,43 1,14-1,79 0,002

Cirugia sobre valvula mitral 1,60 1,25 - 2,06 0,000
Postoperatorio

Insuficiencia renal postoperatoria 2,25 1,78-2,85 0,000
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V.2. COHORTE DE POBLACION DE MUESTRAS AURICULARES:

Se analizaron un total de 62 muestras auriculares, divididas en tres grupos

segun el ritmo cardiaco (ver apartado de “Material y Métodos”):

a) Grupo 1 - FA preoperatoria: 12 pacientes (control positivo).
b) Grupo 2 - RS pre y postoperatorio: 34 pacientes (control negativo).

c) Grupo 3 - FA postoperatoria de nueva aparicion: 16 pacientes (casos).

V.2.a. Variables clinicas:

- Preoperatorias: (Tabla 5)

Todos los pacientes eran caucasicos y la mayoria varones (n=46, 74,16%) con
prevalencia femenina significativamente mayor en el Grupo 3 (25% vs 14,7% vs
50%, p=0,029). La mediana de edad de toda la muestra era de 70,5 afios [61-74
afios]. Los que se mantuvieron en RS en el postoperatorio presentaron una
tendencia no significativa a ser mas jovenes que los que presentaron FA
postoperatoria de debut (64,5 vs 71,5 afios, p=0,082).

Las comorbilidades mas frecuentes fueron la hipertension arterial (n=46,
74,2%) y la dislipemia (n=40, 64,5%). La prevalencia de enfermedad pulmonar
obstructiva cronica fue significativamente mayor en los pacientes con FA
preoperatoria (33,3% vs 5,9% vs 6,3%, p=0,027).

En cuanto al tratamiento médico preoperatorio, los pacientes con FA
preoperatoria presentaban una prevalencia de uso de beta-bloqueantes (75% vs
35,3% vs 18,8%) y digitalicos (33,3% vs 2,9% vs 0%) significativamente mayor que
los otros dos grupos (p=0.009 y p=0.002, respectivamente).

- Ecocardiogrdficas e Intraoperatorias: (Tabla 6)

No hubo diferencias significativas en la prevalencia de disfuncién ventricular
izquierda (FEVI<50%) preoperatoria (p=0,757). La frecuencia de pacientes con
dilatacién auricular izquierda (didmetro mayor a 40mm) fue mayor en los pacientes
del Grupo 1 y 3, respecto al 2 (66,7% vs 52,9% vs 87,5%, p=0,058), siendo la
diferencia significativa entre los Grupos 2y 3 (p=0,018).

Los pacientes con FA postoperatoria de debut (Grupo 3) presentaban una mayor
prevalencia, estadisticamente significativa, de cirugia combinada (valvular y
coronaria) (p=0,025) y cirugia sobre la valvula mitral (p=0,001) comparado con los

individuos que se mantuvieron en ritmo sinusal en todo momento (Grupo 2). Por el
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contrario, los pacientes del Grupo 2 fueron intervenidos en mayor proporcién de
cirugia coronaria aislada respecto a los otros dos Grupos (25% vs 47,1% vs 12,5%,
p=0,042).

Los pacientes del Grupo 1 presentaban una tendencia, casi significativa, a mayor
tiempo de circulacion extracorporea (CEC) (132,6 = 49,4 min vs 105,6 + 25,9 min vs
117,3 = 33,0 min, p=0,068). El tiempo de isquemia cardiaca no fue diferente al
comparar los tres Grupos (67,5 [56-120] min vs 64 [50-78] min vs 78 [65,5-102,5]
min, p=0,171). Sin embargo, los pacientes del Grupo 3 tendieron a presentar un

tiempo de isquemia mayor, aunque no significativo, que los del Grupo 2 (p=0,066).

- Postoperatorias: (Tabla 7)

La incidencia de fallo renal agudo fue significativamente mayor en el Grupo 1
(66,7% vs 23,5% vs 50%, p=0,017), con mayor grado AKIN (p=0,038) y necesidad
de dialisis (p=0,037).

Tres pacientes presentaron infarto de miocardio perioperatorio, uno de cada
Grupo (8,3% vs 2,9% vs 6,3%, p=0,721). Los pacientes del Grupo con FA
preoperatoria presentaron una mayor frecuencia estadisticamente significativa de
sindrome de bajo gasto cardiaco o shock con requerimiento de inotrépicos (41,7%
vs 2,9% vs 0%, p<0,001). No hubo diferencias significativas en la necesidad de
implantacion de marcapasos definitivo entre los Grupos (8,3% vs 2,9% vs 6,3%,
p=0,721).

Ningun paciente presenté complicaciones neuroldgicas. La mediana del tiempo

de intubacién orotraqueal fue de 5 horas (4-10 horas).

La mortalidad hospitalaria fue significativamente mayor en el Grupo 1 (33,3% vs
2,9% vs 6,3%, p=0,008).

(Leyenda Tabla 5 (siguiente pagina):

a; valor p de la comparacién de los 3 grupos; b: valor p de la comparaciéon de los Grupos 2 y 3;
ACas: antagonistas del calcio; ARAII: antagonista del receptor de la angiotensina II; DLP:
dislipemia; DM: diabetes mellitus; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; HTA:
hipertension arterial; IECAs: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; [RA:
insuficiencia renal aguda.)
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Tabla 5. Datos preoperatorios de la cohorte de muestras auriculares.

Total (N=62) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Valor p
(n1=12) (l‘lz=34-) (n3=16)
Caucasicos 62 (100%) 12 (100%) 32 (100%) 16 (100%) 1
Sexo masculino 46 (74,2%) 9 (75%) 29 (85,3%) 8 (50%) 0,029 2
0,008¢b
Edad 70,5[61-74] | 71,5 [65-75,5] | 64,5 [58-73] | 71,5[67,5-77,5] | 0,1262
0,0820b
< 60 afios 13 (21,0%) 1 (8,3%) 10 (29,4%) 2 (12,5%)
60-69 afios 16 (25,8%) 4(333%) | 10 (29,4%) 2 (12,5%) g'égé :
> 70 afios 33 (53,2%) 7 (58,3%) 14 (41,2%) 12 (75%)
Comorbilidades
HTA 46 (74,2%) 11(91,7%) | 23 (67,7%) 12 (75%) 0,262
0,597 b
DM 21 (33,9%) 4 (33,3%) 11 (32,4%) 6 (37,5%) 0,970 a
0,7200b
DLP 40 (64,5%) 8 (66,7%) | 20 (58,8%) 12 (75%) 0,5292
0,2660b
EPOC 7 (11,3%) 4 (33,3%) 2 (5,9%) 1 (6,3%) 0,0272
0,959b
Arteriopatia 5 (8,1%) 1(8,3%) 4 (11,8%) 0 (0%) 0,362
periférica 0,153°
IRA preop 23 (37,7%) 6 (50%) 11 (32,4%) 6 (37,5%) 0,594a
0,774b
Farmacos
IECAs 24 (38,7%) 5 (41,2%) 14 (31,3%) 5 (38,7%) 0,7764
0,5000
ARAII 11 (17,7%) 1 (8,3%) 7 (20,6%) 3 (18,8%) 0,6292
0,8800b
B-bloqueantes 24 (38,7%) 9 (75%) 12 (35,3%) 3 (18,8%) 0,009~
0,234b
ACas 8 (12,9%) 2 (16,7%) 5 (14,7%) 1 (6,3%) 0,644
0,391b
Digitalicos 5 (8,1%) 4 (33,3%) 1(2,9%) 0 (0%) 0,0022
0,488b
Antiarritmicos 1(1,6%) 1(8,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0,120a-
---b
Estatinas 38 (61,3%) 7(583%) | 22 (64,7%) 9 (56,3%) 0,8262
0,5660
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Tabla 6. Datos ecocardiograficos e intraoperatorios de la cohorte de muestras auriculares.

Total (N=62) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Valor p
(n1=12) (n2=34-) (n3=16)

Ecocardiografia
FEVI =50% 43 (69,4%) 9 (75,0%) 24 (70,6%) 10 (62,5%) 0,757 a
0,567b
Al >40mm 40 (64,5%) 8 (66,7%) 18 (52,9%) 14 (87,5%) 0,058a
0,018%b

Procedimientos
Valvular 20 (32,3%) 4 (33,3%) 9 (26,5%) 7 (43,8%) 0,474a
aislado 0,222b
Coronario 21 (33,9%) 3 (25%) 16 (47,1%) 2 (12,5%) 0,042a
aislado 0,018%
Combinado 16 (25,8%) 4 (33,3%) 5(14,7%) 7 (43,8%) 0,073a
0,025b
Aorta ascend 7 (11,3%) 2 (16,7%) 5 (14,7%) 0 (0%) 0,249a
0,106b
Valvula mitral 12 (19,4%) 3 (25%) 2 (5,9%) 7 (43,8%) 0,0062
0,001°b

Tiempos

CEC (min) 113,3£33,5 132,6 49,4 105,6 = 25,9 117,3 £33,0 0,068a
0,180b
Isquemia (min) 69,5 67,5 64 78 0,171-
[55,5-93] [57-120] [50-78] [65,5-102,5] 0,066b

a: valor p de la comparacion de los 3 grupos; b: valor p de la comparaciéon de los Grupos 2y 3; Al
auricula izquierda; CEC: circulacién extracorpérea; FEVI: fraccion de eyeccién del ventriculo

izquierdo.
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Tabla 7. Datos postoperatorios de la cohorte de muestras auriculares.

Total (N=62) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Valor p
(n1=12) (n2=34-) (n3=16)
Complicaciones
IRA 25 (40,3%) 8 (66,7%) 9 (26,5%) 8 (50%) 0,033
postoperatoria 0,101°
Dialisis postop 12 (19,4%) 5 (41,7%) 3 (8,8%) 4 (25%) 0,037 2
0,124b
Grado AKIN
AKIN I 11 (17,7%) 2 (16,7%) 5(14,7%) 4 (25%)
AKIN I 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0,056 2
0,254 b
AKIN III 14 (22,6%) 6 (50%) 4 (11,8%) 4 (25%)
IAM 3 (4,8%) 1 (8,3%) 1(2,9%) 1(6,3%) 0,721a
perioperatorio 0,578
Bajo gasto 6 (9,7%) 5 (41,7%) 1(2,9%) 0 (0%) <0,0012
cardiaco/Shock 0,488°
AIT/ACV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Implantacion 3 (4,8%) 1(8,3%) 1(2,9%) 1(6,3%) 0,721a
MCP definitivo 0,578"
Tiempo IOT (h) 5[4-10] 11,5 [4,5-71] 5[3-6] 6 [4-9] 0,031a
0,267 b
Mortalidad 6 (9,7%) 4 (33,3%) 1(2,9%) 1 (6,3%) 0,0082
hospitalaria 0,578"
Estancia
UCI (dias) 3[2-7] 7 [3-9,5] 3[2-4] 4,5 [6-9] 0,0092
0,009°b
Prolongada 30 (48,4%) 8 (66,7%) 11 (32,6%) 11 (68,8%) 0,021-
(>3d) 0,016%
Postoperatoria 7,5 [6-15] 18 [7,5-28] 6 [6-8] 12 [7-21] <0,001-
total (dfas) 0,001°
Prolongada 16 (25,8%) 6 (50%) 4 (11,8%) 6 (37,5%) 0,0162
(>14d) 0,034°

a; valor p de la comparacién de los 3 grupos; b: valor p de la comparacién de los Grupos 2 y 3;
AIT/ACV: accidente isquémico transitorio/accidente cerebrovascular; AKIN: acute kidney injury
network; 10T: intubacidén orotraqueal; IRA: insuficiencia renal aguda; MCP: marcapasos; UCI:
unidad cuidados intensivos
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V.2.b. Factores mitocondriales:

- Haplogrupos mitocondriales:

Del total de la muestra, 26 pacientes (41,9%) presentaban Haplogrupo H, 4
(6,5%) Haplogrupo J, 1 (1,6%) Haplogrupo Pre-V, 6 (9,7%) Haplogrupo T, 15
(24,2%) Haplogrupo Uy 10 (16,1%) Haplogrupo V.

La prevalencia de Haplogrupo H fue mayor en los Grupos con ritmo sinusal
preoperatorio (Grupos 2 y 3), aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (25% vs 44,1% vs 50%, p=0,385).

La prevalencia de Haplogrupo U fue mayor en el Grupo 1 (FA preoperatoria),
aunque sin diferencia significativa en la comparaciéon global (41,7% vs 23,5% vs
12,5%, p=0,202), ni en la parcial Grupo 1 vs Grupo 2 (p=0,230), pero con tendencia a

la significacion al comparar Grupo 1 vs Grupo 3 (p=0,078).

Distribucion de Haplogrupos
FA preoperatoria RS-No FAPC
60'_
50 4167 44.12
40
304 2500 23.53
J 17.65
20 16.67 o
il 833 833 sos
3 :
&2 o] 0.00 0.00
.% H J Prev T U \Y H J Prev T U \Y
g RS-FAPC Total
S i
£ %97 500
507 41.94
40-_
30- 25.00 24.19
i 16.13
20 12,50 068
10 6.25 6.25 6.45 161
] 0.00 :
0 [ [
H J Prev T U \Y H J Prev T U \Y

Figura 31. Distribucién de Haplogrupos mitocondriales segtin ritmo cardiaco.

Las Tablas 8 a 10, muestran el andlisis de las diferentes variables pre-, intra- y
postoperatorias segun el Haplogrupo mitocondrial, categorizado en H o No H. No se
hallaron diferencias significativas, excepto en la frecuencia de cirugia de aorta
ascendente, que solo estaba presente en los pacientes con Haplogrupo H (7% vs 0%,
p=0,001).
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Tabla 8. Datos preoperatorios segun Haplogrupo mitocondrial.

Total (N=62) Haplogrupo H HaplogrupoNo H | Valorp
(nu=26) (nnu=36)
Caucasicos 62 (100%) 26 (100%) 36 (100%) 1
Sexo masculino 46 (74,2%) 18 (69,2%) 28 (77,8%) 0,448
Edad 70,5 (61-74) 69,5 (61-76) 71 (60,5-73,5) 0,864
< 60 afios 13 (21,0%) 5(19,2%) 8 (22,2%)
60-69 afios 16 (25,8%) 8 (30,8%) 8 (22,2%) 0,749
> 70 afios 33 (53,2%) 13 (50,0%) 20 (55,6%)
Comorbilidades
HTA 46 (74,2%) 19 (73,1%) 27 (75,0%) 0,864
DM 21 (33,9%) 7 (26,9%) 14 (38,9%) 0,326
DLP 40 (64,5%) 15 (57,7%) 25 (69,4%) 0,340
EPOC 7 (11,3%) 4 (15,4%) 3 (8,3%) 0,387
Arteriopatia 5(8,1%) 2 (7,7%) 3 (8,3%) 0,927
periférica
IRA preop 23 (37,7%) 11 (42,3%) 12 (33,3%) 0,470
Farmacos
IECAs 24 (38,7%) 8 (30,8%) 16 (44,4%) 0,275
ARATI 11 (17,7%) 3 (11,5%) 8 (22,2%) 0,277
B-bloqueantes 24 (38,7%) 7 (26,9%) 17 (47,2%) 0,105
ACas 8 (12,9%) 2 (7,7%) 6 (16,7%) 0,298
Digitalicos 5 (8,1%) 2 (7,7%) 3 (8,3%) 0,927
Antiarritmicos 1(1,6%) 1 (3,9%) 0 (0%) 0,236
Estatinas 38 (61,3%) 14 (53,9%) 24 (66,7%) 0,306

ACas: antagonistas del calcio; ARAII: antagonista del receptor de la angiotensina II; DLP:
dislipemia; DM: diabetes mellitus; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; HTA:
hipertension arterial; IECAs: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; [RA:
insuficiencia renal aguda.
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Tabla 9. Datos ecocardiograficos e intraoperatorios segin Haplogrupo mitocondrial.

Total (N=62) Haplogrupo H Haplogrupo NoH | Valorp
(nu=26) (nnu=36)

Ecocardiografia

FEVI =50% 43 (69,4%) 20 (76,9%) 23 (63,9%) 0,272

Al >40mm 40 (64,5%) 15 (57,7%) 25 (69,4%) 0,340
Procedimientos

Valvular 20 (32,3%) 8 (30,8%) 12 (33,3%) 0,831

aislado

Coronario 21 (33,9%) 6 (23,1%) 15 (41,7%) 0,127

aislado

Combinado 16 (25,8%) 7 (26,9%) 9 (25,0%) 0,864

Aorta ascend 7 (11,3%) 7 (26,9%) 0 (0%) 0,001

Valvula mitral 12 (19,4%) 5 (19,2%) 7 (19,4%) 0,983
Tiempos

CEC (min) 113,3 £ 33,5 116,9 = 34,6 110,4 = 32,9 0,463

Isquemia (min) 69,5 [55,5-93] 72,5 [62-99] 68,5 [55-92] 0,460

Al auricula izquierda; ascend: ascendente; CEC: circulacion extracorpdrea; FEVI: fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo.
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Tabla 10. Datos postoperatorios segiin Haplogrupo mitocondrial.

Total (N=62) Haplogrupo H Haplogrupo NoH | Valorp
(nH=26) (DNH=36)
Complicaciones
IRA postop 25 (40,3%) 12 (46,2%) 13 (36,1%) 0,426
Dialisis postop 12 (19,4%) 6 (23,1%) 6 (16,7%) 0,528
Grado AKIN
AKIN I 11 (17,7%) 6 (23,1%) 5 (13,9%)
AKIN II 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0,408
AKIN III 14 (22,6%) 7 (26,9%) 7 (19,4%)
IAM perioperat 3 (4,8%) 1 (3,6%) 2 (5,6%) 0,757
Bajo gasto 6 (9,7%) 3(11,5%) 3 (8,3%) 0,674
cardiaco/Shock
AIT/ACV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Implantacion 3 (4,8%) 1 (3,6%) 2 (5,6%) 0,757
MCP definitivo
Tiempo IOT (h) 5 [4-10] 5 [4-14] 5 [4-8] 0,900
Mortalidad 6 (9,7%) 2(7,7%) 4 (11,1%) 0,653
hospitalaria
Estancia
UCI (dias) 3 (2-7) 3 (2-5) 3,5 (2-7,5) 0,983
Prolongada 30 (48,4%) 12 (46,2%) 18 (50,0%) 0,765
(>3d)
Postoperatoria 7,5 [6-15] 8 [7-23] 7 [6-13,5] 0,135
total (dias)
Prolongada 16 (25,8%) 8 (30,8%) 8(22,2%) 0,448
(>144d)

AIT/ACV: accidente isquémico transitorio/accidente cerebrovascular; AKIN: acute kidney injury
network; 10T: intubacidn orotraqueal; IRA: insuficiencia renal aguda; MCP: marcapasos; UCI:
unidad cuidados intensivos
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La Tabla 11 muestra la distribucién de los diferentes factores mitocondriales

segun el ritmo cardiaco, con subanalisis por Haplogrupos.

- Delecién comin de 4977pb:

Todos los pacientes excepto uno del Grupo 1 presentaban la delecién comun

(delecion de 4977 pb).

- Contenido relativo ADNmt:

La mediana del Contenido relativo del ADN mitocondrial en toda la muestra era

de 1,96 [1,42-2,92], sin presentar diferencias estadisticamente significativas entre

Haplogrupos (p=0,669), ni entre los diferentes Grupos (p=0,230). (Figura 32).

El porcentaje de casos con Contenido de ADNmt mayor a la mediana global no

presentd diferencias significativas entre Haplogrupos (p=0,607). No obstante, este
porcentaje fue significativamente mayor en el Grupo 3 comparado con el Grupo 2

(p=0,026). (Figura 33).

Contenido relativo ADNmt segin Haplogrupo

p=0,669

Contenido relativo ADNmt
o
|
L]

Haplogrupo H Haplogrupo No H

Contenido ADNmt segun ritmo cardiaco

p=0,178

p=0,114

(X ]

p=0,726

- i

RS-No FAPC

Contenido ADNmt
(52}
L

FA preop RS-FAPC

Figura 32. Contenido relativo de ADNmt segiin Haplogrupo mitocondrial y ritmo cardiaco.
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Figura 33. Porcentaje de casos con Contenido
Haplogrupo mitocondrial y ritmo cardiaco.

relativo de ADNmt mayor a la mediana segiin
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- Dano oxidativo:

La mediana del Dafio oxidativo en toda la muestra fue de 0,97 [0,81-1,73], sin
presentar diferencias estadisticamente significativas entre Haplogrupos (p=0,217),
ni entre Grupos (p=0,407). (Figura 34).

El Haplogrupo H present6 mayor porcentaje de pacientes con Dafio oxidativo
mayor a la mediana global, aunque esta diferencia no fue significativa (p=0,303).
Tampoco se encontraron diferencias significativas en dicho porcentaje entre Grupos
(p=0,406). (Figura 35).

Dario oxidativo segun Haplogrupo Dafio oxidativo segn ritmo cardiaco
p=0,889 p=0,407

p=0,360

p=0,217

p=0,220

Dafio oxidativo
Dafio oxidativo

| | = ==

Haplogrupo H Haplogrupo No H FA preop RS-No FAPC RS-FAPC

Figura 34. Daio oxidativo segiin Haplogrupo mitocondrial y ritmo cardiaco.

Dafo oxidativo > mediana segun Haplogrupo Dafio oxidativo > mediana segun ritmo

100 100+ p=0,406

p=0,378

=0,303
80 P

oy p=0,179
601

60+

40 404

Dafio oxidativo > mediana (%)
Dafrio oxidativo > mediana (%)

20 20

0+ o

Haplogrupo H Haplogrupo No H FA preop RS-No FAPC RS-FAPC

Figura 35. Porcentaje de casos con Dafio oxidativo mayor a la mediana global segin Haplogrupo
mitocondrial y ritmo cardiaco.
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Tabla 11. Factores mitocondriales segtin grupo de ritmo cardiaco.

Total Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Valor p

(N=62) (n1=12) (nz=34) (n3=16)

Haplogrupos

H 26 (41,9%) 3(25%) 15 (44,1%) 8 (50%)
0,385a
No H (HV,], T, U) 36 (58,1%) 9 (75%) 19 (55,9%) 8 (50%) 0,697 b
Delecion 4977pb 61 (98,4%) 11 (91,7%) 34 (100%) 16 (100%) 0,120a
Daiio oxidativo 0,94 1,13 0,92 0,93 0,407 a
[0,77-1,22] [0,86-1,21] [0,74-1,13] [0,81-1,73] 0,3600
Haplogrupo H 0,96 1,15 0,97 0,92 0,883a
[0,87-1,35] [0,79-1,61] [0,88-1,27] [0,75-1,73] 0,7960
Haplogrupo NoH 0,93 1,11 0,86 1,00 0,237
[0,68-1,17] [0,92-1,20] [0,63-1,12] [0,88-1,61] 0,1840
Daiio oxidativo 31 (50,0%) 8 (66,7%) 15 (44,1%) 8 (50,0%) 0,233a
ma di 0,7100

yor a mediana
Haplogrupo H 15 (57,7%) 2 (66,7%) 9 (60,0%) 4 (50,0%) 0,850a
0,6450
Haplogrupo NoH 16 (44,4%) 6 (66,7%) 6 (31,6%) 4 (50,0%) 0,205 a
0,3650
Contenido relativo 1,96 1,78 1,84 2,12 0,230a
ADNmt [1,42-2,92] [1,05-2,80] [1,42-2,65] [1,93-3,27] 0,114¢0
Haplogrupo H 1,99 1,93 1,82 2,12 0,225a
[1,42-2,92] [1,18-4,20] [1,02-2,65] [1,99-4,00] 0,093 0
Haplogrupo NoH 1,91 1,65 1,86 2,12 0,644 a
[1,34-2,78] [0,92-2,63] [1,53-2,92] [1,93-3,27] 0,6710
Contenido ADNmt 31 (50%) 5 (41,7%) 14 (41,2%) 12 (75,0%) 0,067 a
ma di 0,026
yor a mediana

Haplogrupo H 14 (53,9%) 1(33,3%) 6 (40,0%) 7 (87,5%) 0,070a
0,029 b
Haplogrupo NoH 17 (47,2%) 4 (44,4%) 8 (42,1%) 5 (62,5%) 0,614a
0,3330

a; valor p de la comparacién de los 3 grupos; b: valor p de la comparaciéon de los Grupos 2 y 3;

ADNmt: acido desoxirribonucleico mitocondrial; pb: par de bases.
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Andlisis univariante de la asociacién entre Haplogrupo H y FA:

La OR entre Haplogrupo H y la presencia de ritmo sinusal preoperatorio (Grupo
1 vs Grupo 2+3) fue de 2,56 (IC 95% 0,54-16,18, p=0,186).

La OR del efecto del Haplogrupo H sobre la incidencia de FA postoperatoria en
los pacientes con ritmo sinusal preoperatorio (Grupo 2 vs Grupo 3) fue de 1,27 (IC
95%: 0,39-4,07, p=0,697). (Figura 36).

Asociacion entre Haplogrupo H y FA postoperatoria
OR=1,27 (IC 95%: 0,39 - 4,07)
p=0,697
= 55.88 50
32100
7)) 4
g
S 80+
5 |
2 60-
£ 44.12 >0
5 407
o B
>
2 20
_‘(Z, ]
0 o
RS-No FAPC RS-FAPC
|E] Haplogrupo H  [[Z] Haplogrupo No H

Figura 36. Asociacion entre Haplogrupo H y FA postoperatoria.

Andlisis univariante de la asociacion entre Contenido relativo de ADNmt y FA

postoperatoria:

En los pacientes con ritmo sinusal preoperatorio, la OR del efecto del contenido
relativo de ADNmt sobre la incidencia de FA postoperatoria (Grupo 2 vs Grupo 3)
fue de 1,55 por cada unidad de Contenido de ADNmt (IC 95%: 0,96-2,52, p=0,073).

Al dividir las muestras en dos grupos segun el Contenido de ADNmt fuera menor
o mayor a la mediana, se observéd que en los pacientes con RS en el preoperatorio
(Grupos 2 + 3), la presencia de Contenido de ADNmt mayor a la mediana estaba
asociada de manera significativa con la aparicién de FAPC: OR 4,29 (IC 95%: 1,18-
15,27; p=0,026). (Figura 37).

112 Elena Rosell6 Diez



Tesis Doctoral

V. RESULTADOS

Asociacion entre FA postop y Contenido ADNmt

100
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&
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Figura 37. Asociacién entre Contenido de ADNmt mayor a la
mediana y la FA postoperatoria.

El analisis estratificado por haplogrupo mostr6 que en los pacientes con
Haplogrupo H esta asociaciéon se incrementaba (OR 10,50; IC 95%: 1,25-o;
p=0,029), mientras que en los individuos con Haplogrupo No H disminuia (OR 2,29;
IC 05%: 0,45-11,46; p=0,333). (Figura 38).

Prevalencia Cont ADNmt > mediana (%)

Asociacion entre FA postop y Contenido ADNmt
Haplogrupo H Haplogrupo No H
100 OR=10,50 (IC 95%: 1,24 - ...) OR=2,29 (IC 95%: 0,45 - 11,46)
p=0,029 g7 59 p=0,333

80

62.50

60

40.00 42.11

40

20

0_

RS-No FAPC RS-FAPC RS-No FAPC RS-FAPC

Figura 38. Asociacion entre Contenido de ADNmt mayor a la mediana y

la FA postoperatoria segin haplogrupo mitocondrial.
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Tamaiio celular:

Factores celulares y electrofisioldgicos:

No hubo diferencias significativas en la mediana del Tamafio celular segun el
Haplogrupo mitocondrial (H: 61,8 [44,7-94,3] um vs No H: 61,4 [55,5-87,9] um,
p=0,892). Sin embargo, los Grupos 1y 3 presentaban una mediana de tamafio celular
significativamente mayor a la del Grupo 2 (77,1 [61,4-98,6] um vs 55,5 [40,2-61,9]
um vs 75,2 [59,4-99,7] um, p=0,025). (Figura 39).
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Figura 39. Tamaifio celular segiin Haplogrupo mitocondrial y ritmo cardiaco.

Tampoco se observaron diferencias significativas en la mediana del Tamafio

celular segun el Contenido de ADNmt categorizado (mayor o menor a la mediana)

(p=0,845). Si bien, en el subgrupo con Contenido ADNt mayor a la mediana global,

los pacientes del Grupo 3 tendieron a presentar un Tamafio celular mayor que los

del Grupo 2, siendo esta tendencia casi significativa (p=0,053). (Figura 40).
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Figura 40. Tamafo celular segin Contenido ADNmt categorizado y ritmo cardiaco.
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- Corriente de entrada de Ca?* (IcaL):

No hubo diferencias significativas en la mediana de la Corriente de entrada de

Ca?* segun el Haplogrupo mitocondrial (p=0,803), pero si entre los Grupos, siendo
menor en el Grupo 1 (1,03 [0,47-2,98] pA/pF vs 2,30 [1,63-3,22] pA/pF vs 1,99
[1,48-2,54] pA/pF, p=0,029). (Figura 41).

Corriente de entrada (I.,) segun Haplogrupo

p=0,803

Amplitud normalizada a tamano celular

. L
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Corriente de entrada (I,) segun ritmo cardiaco

p=0,029

p=0,272
p=0,009

Haplogrupo H Haplogrupo No H

RS-No FAPC

FA preop RS-FAPC

Figura 41. Corriente de entrada de Ca2+ segin Haplogrupo mitocondrial y ritmo cardiaco.

El analisis segin el Contenido ADNmt categorizado mostré que no habia

diferencias significativas en la mediana de la Corriente de entrada de Ca?* (p=0,284).

No obstante, la diferencia de Corriente de entrada entre los Grupos 1 y 2 se mantuvo

significativa en las muestras con Contenido de ADNmt menor a la mediana

(p=0,004), pero no en las que presentaban Contenido de ADNmt mayor a la

mediana (p=0,877). (Figura 42).
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Figura 42. Corriente de entrada de calcio segiin Contenido ADNmt categorizado y ritmo

cardiaco.
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- Liberacion espontanea de Ca?* (frecuencia de corriente Incx):

La liberacién espontanea de Ca?* se midi6 de manera indirecta como la

frecuencia de corrientes de entrada a través del intercambiador 3Na*-Ca?* (Incx). No

hubo diferencias significativas en la mediana de Incx segin el Haplogrupo
mitocondrial (p=0,838), ni entre los Grupos (p=0,780). (Figura 43).
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Figura 43. Liberacion espontanea de calcio segiin Haplogrupo mitocondrial y ritmo cardiaco.

Sin embargo, las muestras con Contenido relativo de ADNmt mayor a la mediana

presentaron una liberacion espontanea de Ca?* significativamente mayor a las

muestras con Contenido ADNmt menor a la mediana (p=0,023). Esta diferencia se

mantuvo significativa en los pacientes del Grupo 2 (p=0,002). (Figura 44).
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Figura 44. Liberaciéon espontanea de calcio segiin Contenido ADNmt categorizado y ritmo

cardiaco.
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Tabla 12. Factores celulares y electrofisiolégicos segiin grupo de ritmo cardiaco.

Total (N=62) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Valor p
(n1=12) (n2=34) (n3=16)

Tamaio celular 61,8 77,1 55,5 75,2 0,025 a
[52,1-94,3] [61,4-98,6] [40,2-61,9] [59,4-99,7] 0,034
Haplogrupo H 61,8 94,3 44,7 79,7 0,173 2
[44,7-94,3] [61,4-111,6] [37,4-61,9] [560,8- 88,7] 0,123b
Haplogrupo NoH 61,4 73,9 58,2 75,2 0,199 a
[55,5-87,9] [63,7-93,3] [40,2-65,5] [59,4-99,7] 0,1700b
Cont ADNmt 61,4 77,1 58,2 78,5 0,177 a
<mediana [55,5-94,3] [61,4-94,3] [52,1-61,8] [55,5-101,5] 0,389 b
Cont ADNmt 65,5 83,9 447 75,2 0,120a
>mediana [42,5-92,3] [53,5-105,1] [37,8-69,7] [60,8-88,7] 0,053
Corriente 1,99 1,03 2,30 1,99 0,029-
entrada calcio [1,27-2,98] [0,47-2,98] [1,63-3,22] [1,48-2,54] 0,272b
Haplogrupo H 2,05 1,25 2,62 1,75 0,022
[1,37-2,78] [0,29-1,27] [2,18-3,09] [1,48-2,24] 0,157b
Haplogrupo NoH 1,99 0,97 1,99 2,47 0,413
[1,03-3,02] [0,64-3,19] [1,29-3,22] [1,99-2,54] 0,806b
Cont ADNmt 1,29 0,81 2,90 1,61 0,013
<mediana [0,81-3,02] [0,29-1,27] [1,29-5,04] [0,75-2,47] 0,197b
Cont ADNmt 2,20 2,32 2,21 1,99 0,895a
>mediana [1,57-2,93] [1,14-3,98] [1,68-2,62] [1,57-2,54] 0,627b
Liberacion 0,017[0,013- | 0,017[0,013- | 0,017 [0,005- | 0,023[0,012- | 0,780
espontanea Caz* 0,032] 0,025] 0,025] 0,033] 0,515b
Haplogrupo H 0,017[0,010- | 0,014[0,010- | 0,017 [0,005- | 0,022 [0,010- | 0,747~
0,033] 0,017] 0,033] 0,038] 0,566b
Haplogrupo NoH | 0,017 [0,013- | 0,021 [0,015- | 0,017 [0,008- | 0,023 [0,013- | 0,7822
0,028] 0,028] 0,024] 0,033] 0,606b
Cont ADNmt 0,015[0,004- | 0,017[0,013- | 0,005[0,004- | 0,033[0,033- | 0,1062

<mediana 0,017] 0,025] 0,017] 0,033] ---b
Cont ADNmt 0,025[0,013- | 0,021[0,014- | 0,025[0,019- | 0,013[0,011- | 0,504~
>mediana 0,033] * 0,029] 0,033] ** 0,033] 0,292b

* (valor p de comparar Lib espontanea calcio entre categorias Cont ADNmt en el global)= 0,023
** (valor p de comparar Lib espontanea calcio entre categorias Cont ADNmt en Grupo 2)= 0,002
a: valor p de la comparacion de los 3 grupos; b: valor p de la comparacién de los Grupos 2 y 3.
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V.2.d. Correlacion entre factores mitocondriales, celulares y electrofisioldgicos:

- Contenido relativo de ADNmt y Daifo oxidativo:

El andlisis de toda la muestra no mostro correlacion entre el Contenido relativo
de ADNmt y el Dafio oxidativo (r=0,10, p=0,450); sin embargo, al estratificar por
Haplogrupo se observo que en los pacientes con Haplogrupo H la correlacion fue
positiva y significativa (r=0,47, p=0,016), mientras que en aquellos con Haplogrupo
No H la correlacion fue negativa y significativa (r=-0,35, p=0,034). La diferencia

entre estos coeficientes fue estadisticamente significativa (p=0,001). (Figura 45).

Figura 45. Correlaciéon entre Dafio Oxidativo y Contenido relativo de ADNmt segun el
Haplogrupo y en el total de la muestra.

En el subanalisis por ritmo cardiaco, esta correlacién permaneci6 significativa
en los pacientes con Haplogrupo H del Grupo 3 (r= 0,75, p=0,032), y en los
pacientes con Haplogrupo No H del Grupo 1 (r=-0,81, p=0,008).

Cuando se compararon los Grupos de ritmo cardiaco sin estratificar por
Haplogrupos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
coeficientes de los Grupos 2 vs 3 (p=0,968), ni entre Grupo 1 vs 3 (p=0,089); esta
diferencia fue casi significativa cuando se compardé Grupo 1 vs 2 (p=0,056). (Figura

46 - siguiente pagina).
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Correlacion entre Dafo oxidativo y Contenido ADNmt segun ritmo cardiaco y haplogrupo
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Figura 46. Correlaciéon entre Dafio Oxidativo y Contenido relativo de ADNmt segun el
haplogrupo y ritmo cardiaco.

- Tamaiio celular y Contenido relativo de ADNmt:

La correlacion entre el Tamafio celular y el Contenido relativo de ADNmt en la
muestra total fue practicamente nula (r= 0,07, p=0,655). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los coeficientes de correlacion

segun Haplogrupo mitocondrial (p=0,352). (Figura 47).

Figura 47. Correlaciéon entre Tamafio celular y Contenido relativo de ADNmt segin el
haplogrupo.
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La estratificacion por Grupos tampoco mostr6 diferencias: Grupo 1 vs 2
(p=0,782), Grupo 2 vs 3 (p=0,576) y Grupo 1 vs 3 (p=0,811). (Figura 48).
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Figura 48. Correlacién entre Tamafio celular y Contenido relativo de ADNmt segin el
haplogrupo y ritmo cardiaco.

- Tamaiio celular y Dafio Oxidativo:

En la muestra total, la correlacién entre el Tamafio celular y el Dafio oxidativo
fue positiva no significativa (r= 0,15, p=0,321). Dicha correlacion fue practicamente
igual entre Haplogrupos (p=0,991). (Figura 49).

Figura 49. Correlacion entre Tamafio celular y Dafio oxidativo segun el haplogrupo.

120 Elena Rosell6 Diez



Tesis Doctoral V. RESULTADOS

El andlisis estratificado por ritmo cardiaco mostr6 una diferencia significativa
(p=0,049) entre el coeficiente del Grupo 2, que fue negativo y significativo (r=-0,48,
p=0,027) y el coeficiente del Grupo 3, que fue positivo no significativo (r= 0,30,
p=0,368).

La correlacion fue practicamente nula en el global del Grupo 1 (r= 0,06,

p=0,866); por el contrario, la diferencia entre los coeficientes por Haplogrupos en el

Grupo 1 si fue estadisticamente significativa (H: r=-0,69 vs No H: r= 0,32; p=0,008).

Correlacion entre Tamafio celular y Dafo oxidativo segun ritmo y haplogrupo
p=0,613
FA preoperatoria RS-No FAPC RS-FAPC
160 p=0,169 p=0,049
140 *
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Figura 50. Correlacion entre Tamafio celular y Dafio oxidativo segun el haplogrupo y ritmo
cardiaco.

- Corriente de entrada de calcio y Contenido relativo de ADNmt:

La correlacion entre dichas variables en la muestra total fue practicamente nula
(r=-0,02, p=0,897). Sin embargo, en el subanalisis por Haplogrupo mitocondrial el
sentido de la correlacion vario: en los pacientes con Haplogrupo H la correlacion fue
negativa no significativa (r= -0,24, p=0,344), mientras que en los pacientes con
Haplogrupo No H la correlacién fue positiva no significativa (r= 0,20, p=0,351), sin
diferencias estadisticamente significativas entre ambos coeficientes (p=0,189).

(Figura 51 - pagina siguiente).
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Figura 51. Correlacidn entre Corriente de entrada de calcio y el Contenido relativo de ADNmt
segun haplogrupo.

El subanalisis por ritmo cardiaco mostré que en el Grupo 1 la correlacion fue
positiva no significativa (r= 0,42, p=0,198), en el Grupo 2 fue negativa no
significativa (r=-0,37, p=0,117) y en el Grupo 3 fue casi nula (r=-0,01, p=0,975). No
hubo diferencias significativas entre los coeficientes de los Grupos 1 vs 3 (p=0,359)
y Grupo 2 vs 3 (p=0,381). No obstante, al comparar los Grupos 1 vs 2, la diferencia
fue casi significativa (p=0,053). (Figura 52).

Correlacion entre Corriente entrada calcio (I.,) y Contenido ADNmt segln ritmo y haplogrupo

p=0,359
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Figura 52. Correlacion entre la Corriente de entrada de calcio y el Contenido relativo de
ADNmt segun haplogrupo y ritmo cardiaco.
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- Corriente de entrada de calcio y Dafio oxidativo:

La correlacion entre dichas variables en la muestra total fue negativa no
significativa (r= -0,21, p=0,189). El subanalisis por Haplogrupo mitocondrial no
evidencié diferencias significativas (H: r= -0,26, p=0,303; No H: -0,18, p=0,405;

prueba de significacion entre coeficientes: p=0,818).

Figura 53. Correlacion entre Corriente entrada calcio y el Dafio oxidativo segun haplogrupo.

El subanalisis por ritmo cardiaco tampoco mostr6 diferencias significativas
entre los coeficientes de la correlacion entre la Corriente Ica y el Dafio oxidativo:
Grupo 1: r= -0,21 (p=0,526), Grupo 2: r= -0,24 (p=0,316), y Grupo 3: r= -0,01
(p=0,988). Prueba significacion Grupol vs 2: p=0,945; Grupo 2 vs 3: p=0,575; y
Grupo 1 vs 3: p=0,670. Si hubo diferencia significativa entre Haplogrupos dentro del
Grupo 1 (H: r= 0,84, vs No H: r=-0,36; p<0,001). (Figura 54).

Corriente I,

Correlacion entre Corriente entrada calcio (I.,) y Dafo Oxidativo segun ritmo y haplogrupo
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Figura 54. Correlacion entre Ica. y el Dafio oxidativo segin haplogrupo y ritmo cardiaco.
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- Liberacion espontanea de calcio y Contenido relativo de ADNmt

La liberacion espontanea de calcio (Incx) se correlacion6 de forma positiva no
significativa con el Contenido de ADNmt (r= 0,22, p=0,209). En el subanalisis por
haplogrupos, dicha correlacion fue casi nula en los pacientes con Haplogrupo H (r=
0,03, p=0,912); por el contrario, en aquellos con Haplogrupo No H fue positiva y casi
significativa (r= 0,40, p=0,081). Sin embargo, no habia diferencias significativas

entre los coeficientes por Haplogrupos (p=0,329). (Figura 55).

Correlacion entre Liberacion espontanea de calcio (I,.,) y Contenido ADNmt segin haplogrupo
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Figura 55. Correlacion entre Liberacion espontanea calcio y el Cont ADNmt segun haplogrupo.

En el subandlisis por Grupos, la correlacion fue significativamente diferente
(p=0,022) al comparar los Grupos 2 (r= 0,66, p=0,007) vs 3 (r=-0,40, p=0,331), pero no
al comparar los Grupos 1 vs 2 (p=0,178) o Grupos 1 vs 3 (p=0,326). (Figura 56).

Correlacion entre Liberacion espontanea de calcio (I,.,) y Contenido ADNmt segln ritmo y haplogrupo
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Figura 56. Correlacion entre Liberaciéon espontanea calcio y el Contenido de ADNmt segin
haplogrupo y ritmo cardiaco.
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- Liberacion espontanea de calcio y Dafio Oxidativo

La correlacion entre la liberacion espontanea de calcio (frecuencia Incx) y el
Dafio Oxidativo fue positiva no significativa (r= 0,14, p=0,407). Al estratificar por
Haplogrupos, el sentido de la correlacidn fue negativo en el Haplogrupo H (r=-0,17,
p=0,582) y positivo en los Haplogrupos No H (r= 0,34, p=0,139), sin diferencias

significativas entre dichos coeficientes (p=0,186). (Figura 57).

Figura 57. Correlacion entre Liberacion espontanea calcio y Dafio oxidativo segin haplogrupo.

La variacion de la correlacion segun el ritmo cardiaco fue no significativa: Grupo
1 (r=-0,12) vs Grupo 2 (r= 0,15): p=0,569; Grupo 2 vs 3 (r= 0,17): p=0,978, y Grupo
1 vs 3: p=0,626. Los pacientes con Haplogrupo No H del Grupo 3 presentaron una
correlacion fuertemente positiva (r= 0,97, p=0,027), aunque no se disponia de los

datos electrofisioldgicos de los ocho pacientes con dichas caracteristicas.
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Figura 58. Correlacion entre Lib espontanea calcio y Dafio oxidativo segin haplogrupo y ritmo.
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V.2.e. Valoracion de la confusion del efecto del Haplogrupo H sobre la incidencia

de FA postoperatoria:

- Primera fase: Identificacion de posibles confundidores: (Tabla 13)

Segun el analisis univariante, las variables clinicas, mitocondriales, celulares y/o

electrofisioldgicas asociadas y potencialmente confundidoras (p<0,20) a la

incidencia de FA postoperatoria en los pacientes con RS previo a la cirugia fueron:

a)

b)

d)

Preoperatorias:

i. Sexo femenino (OR 5,8, p=0,008);

ii. Edad mayor a 70 anos (OR 4,29, Prueba de tendencia lineal M-H:
p=0,045);

iii. Diametro auricula izquierda mayor a 40 mm (OR 6,22, p=0,018).

Intraoperatorias:

i. Cirugia combinada valvular y coronaria (OR 4,51, p=0,025);

ii. Cirugia sobre la valvula mitral (OR 12,44, p=0,001);

iii. Tiempo de isquemia cardiaca mayor a 90 minutos y menor o igual a 120
minutos (OR 7,0, Prueba de tendencia lineal M-H: p=0,032).

Postoperatorias:

i. Insuficiencia renal aguda (OR 2,78, p=0,061);

ii. AKIN grados I y III: (OR 2,15 y 3,13, Prueba de tendencia lineal M-H:
p=0,134).

Mitocondriales:

i. Contenido relativo ADNmt (OR 1,55, p=0,073).

ii. Contenido relativo ADNmt categorizado (OR 4,29, p=0,026).

Celulares y Electrofisiolégicas:

i. Tamafio celular (OR 1,04, p=0,036).

- Otras variables asociadas a la FA postoperatoria, pero no confundidoras (falta de

precedencia temporal):

a)

Postoperatorias:
i. Estancia en UCI prolongada (> 3 dias) (OR 4,60, p=0,016).
ii. Estancia postoperatoria total prolongada (> 14 dias) (OR 4,50, p=0,034).
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Tabla 13. Variables asociadas con FA postoperatoria - Potenciales confundidores.

OR IC95% Valor p
Preoperatorias
Sexo femenino 5,80 1,54-21,92 0,008
Edad (categorizada)
< 60 afios (referencia) 1,00 ---
60-69 afios 1,00 0,11-8,56 rtrend
0,045
= 70 afios 4,29 1,18-15,27
Al >40mm 6,22 1,34-(...) 0,018
Intraoperatorias
Cirugia combinada 4,51 1,19-17,08 0,025
Cirugia mitral 12,44 2,41-(...) 0,001
Tiempo clampaje adrtico
< 60 min (referencia) 1,00 ---
>60y < 90 min 1,87 0,39-8,93 rtrend
>90y =120 min 7,0 1,18-41,36 0,032
> 120 min 4,67 0,22-97,50
Postoperatorias
IRA postoperatoria 2,78 0,83-9,40 0,101
Grado AKIN
No IRA (referencia) 1,0
AKIN I 2,50 0,54-11,63 rtrend
AKIN II --- --- 0,134
AKIN III 3,13 0,63-15,45
Mitocondriales
Contenido relativo ADNmt 1,55 0,96-2,52 0,073
Contenido ADNmt > mediana 4,29 1,18-15, 27 0,026
Celulares
Tamafio celular 4,50 1,11-18,18 0,034

ADNmt: acido desoxirribonucleico mitocondrial; Al: auricula izquierda; AKIN: acute kidney injury

network; IRA: insuficiencia renal aguda; UCI: unidad cuidados intensivos
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Segunda fase: Valoracion de los Criterios de confusion del efecto del Haplogrupo

H sobre la FA postoperatoria: (Tabla 14)

I

Primer criterio de confusion:

La segunda columna de la Tabla 14 muestra los valores de OR del primer
criterio de los potenciales confundidores. Cumplieron el primer criterio
todos los factores clinicos identificados, pero no el Contenido relativo de

ADNmt ni el Tamaiio celular.

La tercera columna de la Tabla 14 muestra los valores de OR del segundo
criterio de los potenciales confundidores. Cumplieron el segundo criterio 5
factores: el sexo femenino, edad mayor o igual a 70 afos, auricula izquierda
dilatada, tiempo de isquemia cardiaca mayor a 90 minutos y la insuficiencia

renal aguda postoperatoria.

.. Tercer criterio de confusion:

Todas las variables potencialmente confundidoras cumplian este criterio.

Tercera fase: importancia clinica (cambio OR):

Se calculd el porcentaje de cambio de la OR cruda (sin ajustar) del efecto del

Haplogrupo H respecto a la OR ajustada por la variable confundidora. De los 5

factores de confusion, s6lo cuatro presentaban un cambio de OR clinicamente

importante (>10%): el sexo femenino, edad mayor o igual a 70 afos, auricula

izquierda dilatada, y la insuficiencia renal aguda postoperatoria.
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Tabla 14. Valoraciéon de los criterios de confusion y de la importancia clinica de los potenciales

confundidores.
OR del Primer | OR del Segundo | Cambio OR | Pertinencia
criterio criterio (%) ajuste

Preoperatorias

Sexo femenino 510 2,13 36,5% Si

Edad =70 afios 5,14 1,5 10,4% Si

Al >40mm 5,09 0,64 12,3% Si
Intraoperatorias

Cirugia combinada 5,33 0,82 No

Cirugia mitral 10,80 1,29 --- No

Tiempo isquemia >90min 2,25 0,27 9,8% No
Postoperatorias

IRA postoperatoria 8,5 7,44 31,3% Si
Mitocondriales

Contenido relativo ADNmt 1,43 0,92 --- No
Celulares

Tamafio celular 1,04 0,99 --- No

ADNmt: 4cido desoxirribonucleico mitocondrial; Al: auricula izquierda; AKIN: acute kidney injury

network; IRA: insuficiencia renal aguda.

Asociacion entre Sexo femenino y Haplogrupo H en
pacientes con RS sin FAPC (Grupo 2) - segundo criterio
OR=2,13 (IC 95%: 0,36 - 12,36)
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Asociacion entre Edad avanzada y Haplogrupo H en
pacientes con RS sin FAPC (Grupo 2) - segundo criterio
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Figura 59. Anilisis del segundo criterio de confusidon para el Sexo femenino (a la izquierda) y la
Edad avanzada (a la derecha): Asociacion entre dichas variables y el Haplogrupo H en pacientes

sin FAPC (Grupo 2).
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Asociacion entre Al dilatada y Haplogrupo H en

OR=0,64 (IC 95%: 0,17 - 2,42)
53.33 42.11

Haplogrupo H

Haplogrupo No H
[ [ Ar<4omm ‘

‘ B [ Al>=40mm

pacientes con RS sin FAPC (Grupo 2) - segundo criterio

Asociacion entre IRA postoperatoria y Haplogrupo en
pacientes con RS sin FAPC (Grupo 2) - segundo criterio
OR=7,44 (IC 95%: 1,37 - 38,56)
53.33 89.47

B D @ o
o o o o
! L L !

Incidencia IRA postop (%)
3
T

o
I

Haplogrupo H

Haplogrupo No H
[ [] No IRA postop ‘

‘ B [ IRA postop

Figura 60. Andlisis del segundo criterio de confusion para la Al dilatada (a la izquierda) y la IRA
postoperatoria (a la derecha): Asociacién entre dichas variables y el Haplogrupo H en pacientes

sin FAPC (Grupo 2).

V.2.f.Valoracion de la interaccion gen-ambiente:

El tUnico factor de confusion adquirido fue la insuficiencia renal aguda
postoperatoria. Se construyo la tabla de calculo de las OR de los diferentes componentes

genético y ambiental:

Tabla 15. Calculo de OR de los componentes genético y adquirido.

IRA postop | Haplogrupo | Casos | Controles OR
No H A=4 =17 Referencia
No
H C=4 8 |or  CxB_7 ;43
ompEEn - Ax D 4x8
No H E=4 =2 OR, b=M=ﬂ=8,5
ompemY AxF 4x2
Si
H G=4 H=7 L JGxB X174
it AxH o 4x7

La OR de la Interaccion Gen-Ambiente (ORinter Gen-amb) fue 0,13:

ORGen—Amb _ 2’ 4 3

Inter Gen—-Amb = OR

CompGen

xOR T213x85

0,13

CompAmb
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Asociacion entre FA postoperatoria y Haplogrupo H
en pacientes sin IRA postoperatoria
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Asociacion entre FA postoperatoria y conjuncion de
Haplogrupo H e IRA postoperatoria
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V.2.8.

- Sexo femenino:

No se observaron diferencias
significativas en la distribucion del
sexo en funcién del haplogrupo (H vs
No H) (Prueba Chi cuadrado: p=0,448).
(Figura 62).

Figura 62. Distribucién

haplogrupo.

sexo segun

Figura 61. Interaccién H-IRA postoperatoria.

Valoracion de los factores de confusion segun el Haplogrupo H:

Distribucion del Sexo segin Haplogrupo
69.23 77.78
100

Chi cuadrado:
p=0,448
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Porcentaje (%)
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- Edad avanzada:

No se hallaron diferencias significativas en la mediana de edad (Wilcoxon:
p=0,864) ni en la distribucion de las categorias de edad segun el haplogrupo (Chi
cuadrado: p=0,749). (Figura 63).

Edad segln Haplogrupo Distribucion de categorias de Edad segun Haplogrupo
90 Wilcoxon: p=0,864 50 55.56
ileh Chi cuadrado:
80 p=0,749
X 80
o] E
@
= 60 g
g $ 40
w 3
50 L <5 2222
w
20
40
L]
d 0
oy Haplogrupo H Haplogrupo No H
Haplogrupo H Haplogrupo No H ‘ [0 [CD<eoa [ [eoeoa M M >=70a ‘

Figura 63. Diferencia de distribucidén de edad segin haplogrupo como variable continua (a la
izquierda) o categorica (a la derecha).

- Aldilatada:
, . . Prevalencia de Al dilatada segun Haplogrupo
No se observo diferencia RR=0,83 (IC 95%: 0,56 - 1,23)
o . . . OR=0,60 (IC 95%: 0,21 - 1,69)
significativa en la frecuencia relativa de 4231 3056

91004

%

pacientes con Al dilatada (= 40 mm)
segun el haplogrupo mitocondrial (Chi
cuadrado: p=0,340) (Figura 64).

Prevalencia Al dilatada

Haplogrupo H Haplogrupo No H

Figura 64. Asociacién entre la frecuencia de Al

‘ B [ Al>=40mm [ [ Al<40mm
dilatada y el Haplogrupo H en la muestra total.

Los pacientes con Haplogrupo H
Incidencia de IRA postoperatoria segiin Haplogrupo

presentaron una tendencia a mayor RR=1,50 (IC 95%: 0,82 - 2,74)
OR=2,00 (IC95%: 0,72 - 5,56)
incidencia de IRA en el postoperatorio, | o] ® soe7
S p=0,187
aunque la diferencia no fue significativa g 807
< 60-
(RR=1,50; OR 2,00; p=0,187). £
© m
.g 40
% 20+
o Hapl H Hapl No H
Figura 65. Asociacion entre la incidencia de apogribo aplogripo

\ I [ RApostop [ [] No IRA postop

IRA postoperatoria y el Haplogrupo H.
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La asociacion entre el Haplogrupo H y la incidencia de IRA postoperatoria en los
pacientes con RS preoperatorio (Grupo 2 + 3) fue: RR=2,15 y OR 3,21 (p=0,057). Al
estratificar por la ausencia o presencia de FA postoperatoria, la asociaciéon cambié: a)
Grupo 2: OR 7,44 (p=0,018), y b) Grupo 3: OR 1,00 (p=1,000).

en pacientes con RS preop (Grupos 2+3)

Asociacion entre IRA postoperatoria y Haplogrupo H

RS-No FAPC (OR=7,44) | |

RS-FAPC (OR=1,00)

| | Total (OR=3,21)

100
53.33
<
N— 80_
[oX
2
(2]
o
Q 60
<
o«
©
S 40
C
[
S
S  20-
0_
H

89.47

No H

50

H

50

No H

52.17

H

B [ IRApostop

1 [ No IRA postop

77.78

No H

Figura 66. Asociacion entre IRA postoperatoria y Haplogrupo H segin el ritmo postoperatorio.

La siguiente grafica muestra la interaccion gen-ambiente (Haplogrupo H - IRA
postoperatoria) mediante la asociacion entre el haplogrupo H y la incidencia de FAPC en
la muestra total con RS preoperatorio y estratificado por IRA postoperatoria.

Asociacion entre FA postoperatoria y Haplogrupo H

segun la incidencia de IRA postoperatoria

No IRA postop (OR=2,13)

IRA postop (OR=0,29)

| | Total (OR=1,27)

100

68

80

60

40+

20

Distribucion Haplogrupos (%)

RS-No FAPC

50

RS-FAPC

22.22

RS-No FAPC

50

RS-FAPC

55.88

RS-No FAPC

| I [ Haplogrupo H

[ [] Haplogrupo No H

50

RS-FAPC

Figura 67. Efecto del Haplogrupo H sobre FAPC segun la presencia o no de IRA postoperatoria.
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V.2.h. Modelo de regresion del efecto del Haplogrupo H (fondo genético) y del
Contenido de ADNmt (fondo genémico) sobre la incidencia de FAPC:

Los factores de confusion identificados como clinicamente importantes se
incluyeron en el analisis mediante regresion logistica multivariante. Asi, el efecto (OR)
ajustado del Haplogrupo H fue de 0,52 (IC 95%: 0,09-3,07) y el del Contenido relativo de
ADNmt categorizado fue de 5,50 (IC 95%: 0,90-33,49). (Tabla 16).

Tabla 16. Analisis multivariante mediante regresion logistica del efecto del Haplogrupo H y del
Contenido de ADNmt mayor a la mediana sobre la incidencia de FAPC, ajustado por los factores

de confusion.

Efecto (OR) IC 95% (exacto) Valor p

Haplogrupo H 0,52 0,09-3,07 0,467
Contenido relativo ADNmt

mayor a la mediana 5,50 0,90-33,49 0,065
Sexo femenino 5,74 0,71-46,21 0,100
Edad =70 afios 1,70 0,33-8,89 0,530
Al >40mm 14,01 1,62-120,87 0,016
IRA postoperatoria 5,43 0,90-33,49 0,093

Este modelo clasificé correctamente el 82% de los casos, con un valor predictivo
positivo de 73,3% y negativo de 85,7%. El AUC de la curva ROC fue de 0,863 (IC 95%:
0,748-0,978). (Figura 68).

Curva ROC
1.00
0.75+
T AUC=0,863
)
5 0.50
Figura 68. Curva ROC | 3
del modelo ajustado
del efecto del 0.25
Haplogrupo H y
Contenido relativo de
ADNmt sobre la
incidencia de FA O ¢ ; : ; ;
postoperatoria. 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

1 - Especificidad
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V.2.i.Valoracion de la relacion de los factores mitocondriales, celulares y
electrofisioldgicos con los factores de confusion identificados:

- Sexo femenino:

i. Contenido relativo ADNmt: Tabla 17. (Figuras 69y 70).

El Contenido de ADNmt fue significativamente mayor en las mujeres de la
muestra total (p=0,016). Esta diferencia entre hombres y mujeres permanecio
significativa en los pacientes con Haplogrupo No H (p=0,048); no obstante, era no
significativa en aquellos con Haplogrupo H (p=0,165) y en el subanalisis por ritmo
cardiaco (Grupo 1: p=0,405; Grupo 2: p=0,395 y Grupo 3: p=0,172).

ii. Dano oxidativo: Tabla 18. (Figuras 71y 72).

El Dafo oxidativo tendié a ser menor en las mujeres, con diferencia casi
significativa en la muestra total (p=0,064) y en los individuos con Haplogrupo No H
(p=0,062). En el andlisis estratificado por ritmo cardiaco, el Dafio oxidativo fue
significativamente menor en las mujeres en el Grupo 1 (p=0,034), pero la diferencia

no fue significativa en el resto de Grupos (Grupo 2: p=0,715; y Grupo 3: p=0,142).

iii. Tamarno celular: Tabla 19. (Figuras 73 y 74).

Las mujeres tendian a presentar mayor Tamafio celular en la muestra total
(p=0,373), en el subanalisis por Haplogrupos (H: p=0,223, No H: p=1,000) y en el
Grupo 3 p=0,273), mientras que en los Grupos 1y 2, los hombres presentaron mayor

Tamaiio celular (Grupo 1: p=0,157; Grupo 2: p=0,920), sin diferencias significativas.

Se observo una tendencia no significativa a presentar mayor Corriente de
entrada de calcio en las mujeres en la muestra total (p=0,444) y en casi todos los
subgrupos (No H: p=0,502; Grupo 1: p=0,814 y Grupo 2: p=0,180). En cambio, los
hombres con Haplogrupo H y aquellos del Grupo 3 tenian un Ica mayor, aunque no

significativa, que los pacientes del sexo femenino (H: p=0,851 y Grupo 3: p=0,855).

v. Liberacion espontdnea de calcio (Incx): Tabla 21. (Figuras 77 y 78).

No hubo diferencias significativas en la Liberacion espontanea de calcio entre

hombres y mujeres en el analisis global ni en el estratificado.
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Tabla 17. Comparacién del Contenido relativo de ADNmt segtin el Sexo.

Sexo
Contenido relativo ADNmt Valor p
Masculino Femenino
Total muestra 1,81 [1,22-2,63] 2,39 [2,03-3,86] 0,016
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H 1,87 [1,18-2,65] 2,12 [1,93-3,86] 0,165
Haplogrupo No H 1,80 [1,24-2,51] 2,48 [2,18-4,03] 0,048
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria 1,64 [1,18-1,98] 2,96 [0,84-5,10] 0,405
2: RS preop sin FAPC 1,81 [1,42-2,65] 2,47 [1,87-2,49] 0,395
3: RS preop con FAPC 1,93 [1,08-2,88] 2,26 [2,05-4,00] 0,172

Contenido ADNmt segun Sexo y Haplogrupo

Haplogrupo H

L[]

p=0,165
—_—

T

Contenido ADNmt

T

1

Haplogrupo No H
p=0,048
—_—

T

Total

p=0,016
——
[ ]

T

T
- |

Figura 69. Contenido de L -
ADNmt segin el sexo y 04
haplogrupo. Varén Muijer Varén Muijer Varén Mujer
Contenido ADNmt seguin Sexo y ritmo cardiaco
FA preoperatoria RS-No FAPC RS-FAPC
p=0,405 p=0,395 p=0,172
8 [ ]
[ )
74
64
E
o 51
<
g ] ‘
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Figura 70. Contenido de
0 , .
- . - , - . ADNmt segin el sexo y ritmo
Varén Mujer Varén Mujer Varén Mujer .
cardiaco.
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Tabla 18. Comparacién del Dafio oxidativo segun el Sexo.

Daiio oxidativo

Sexo

Masculino

Femenino

Valor p

Total muestra
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H
Haplogrupo No H
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria
2: RS preop sin FAPC

3: RS preop con FAPC

0,96 [0,85-1,29]

1,02 [0,88-1,44]

0,93 [0,79-1,22]

1,15 [1,11-1,23]
0,91 [0,76-1,13]

1,35 [0,89-1,99]

0,91 [0,60-1,07]

0,92 [0,71-1,11]

0,78 [0,53-1,07]

0,66 [0,56-1,11]
1,00 [0,64-1,08]

0,91 [0,67-1,00]

0,064

0,243

0,062

0,034
0,715

0,142

Figura 71. Dafio oxidativo
segun el sexo y haplogrupo.

Dano oxidativo segun Sexo y Haplogrupo

Haplogrupo H

3.5 [
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4 —_—

Haplogrupo No H
p=0,062
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= T
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p=0,064
—_—

[ )
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.
- 1
Varén Mujer Varén Mujer Varén Mujer

FA preoperatoria

47 p=0,034

Dafo oxidativo
N
1

Dano oxidativo segun Sexo y ritmo cardiaco
RS-No FAPC
p=0,715

RS-FAPC
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Tabla 19. Comparacién del Tamafio celular segtin el Sexo.

Sexo
Tamaiio celular (um) Valor p
Masculino Femenino

Total muestra 61,37 [52,07-91,12] 75,21 [50,29-98,87] 0,373
Haplogrupo mitocondrial

Haplogrupo H 61,57 [37,57-82,65] 88,53 [50,29-98,87] 0,223

Haplogrupo No H 61,34 [53,77-91,93] 69,11 [58,19-75,21] 1,000
Grupo: ritmo cardiaco

1: FA preoperatoria 87,93 [70,60-98,60] 63,65 [58,19-69,11] 0,157

2: RS preop sin FAPC 58,24 [38,60-61,91] 44,70 [40,22-98,87] 0,920

3: RS preop con FAPC 60,79 [59,36-71,00] 88,53 [75,21-99,71] 0,273

Figura 73. Tamano celular
segun el sexo y haplogrupo.

Haplogrupo H

160 p=0,223
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Tabla 20. Comparacién de la Corriente de entrada de calcio segtin el Sexo.

Corriente de entrada de

Sexo

calcio (Icar) (pA/pF)

Masculino

Femenino

Valor p

Total muestra
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H
Haplogrupo No H
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria
2: RS preop sin FAPC

3: RS preop con FAPC

1,82 [1,27-2,93]

2,05 [1,32-2,70]

1,66 [1,03-2,98]

1,03 [0,81-1,27]
2,24 [1,50-3,06]

2,24 [1,92-2,47]

2,21 [1,48-4,19]

1,89 [1,48-4,45]

2,54 [1,99-3,40]

1,80 [0,21-3,40]
4,25 [2,21-5,04]

1,78 [1,48-2,54]

0,444

0,851

0,502

0,814
0,180

0,855

Corriente entrada calcio (I ) segun Sexo y Haplogrupo

Haplogrupo H

9 p=0,851
B ———

Corriente entrada I,
N
1

Haplogrupo No H
p=0,502
—_

-

p=0,444
—_—

Total

-

31 T
24
Figura 75. Corriente de i L
entrada de calcio segin el 0; —1 —
sexoy haplogrupo. Varén Mujer Varén Muijer Varén Mujer
Corriente entrada (I.,) segun Sexo y ritmo cardiaco
FA preoperatoria RS-No FAPC RS-FAPC
81 p=0,814 p=0,180 p=0,855
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14 % . L Figura 76. Corriente de
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Tabla 21. Comparacién de la Liberacién espontanea de calcio segtn el Sexo.

Liberacion espontanea de
calcio (Incx)

Sexo

Masculino

Femenino

Valor p

Total muestra
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H
Haplogrupo No H
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria
2: RS preop sin FAPC

3: RS preop con FAPC

0,017 [0,013-0,032]

0,017 [0,014-0,029]

0,017 [0,013-0,032]

0,017 [0,011-0,021]
0,017 [0,008-0,025]

0,033 [0,033-0,033]

0,017 [0,011-0,033]

0,011 [0,008-0,033]

0,022 [0,013-0,025]

0,029 [0,025-0,033]
0,022 [0,005-0,033]

0,013 [0,011-0,033]

0,953

0,882

0,825

0,085

0,609

Figura 77. Liberacion
espontanea de calcio segin
el sexo y haplogrupo.

Haplogrupo H
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- Edad avanzada (=70 afios):

i. Contenido relativo ADNmt: Tabla 22. (Figuras 79 y 80).

El Contenido relativo de ADNmt fue mayor, aunque sin diferencia significativa,
en los pacientes con edad mayor o igual a 70 afios en la muestra total (p=0,293), y en

el analisis estratificado por haplogrupos y por ritmo cardiaco.

ii. Dano oxidativo: Tabla 23. (Figuras 81 y 82).

El Dafio oxidativo era muy similar al comparar los pacientes con edad avanzada
con los menores de 70 afios tanto en la muestra total, como en los subanalisis. Sdlo
en las muestras del Grupo 1 (FA preoperatoria), el dafio oxidativo tendié a ser

menor en los pacientes con edad avanzada (p=0,062).

iii. Tamarno celular: Tabla 24. (Figuras 83 y 84).

No se observaron diferencias significativas en el Tamafio celular cuando se
compararon los pacientes con edad avanzada con los pacientes sin edad avanzada,

tanto en la muestra total, como en el subanalisis por Haplogrupos y ritmo cardiaco.

Se observo una tendencia no significativa a presentar mayor Icar, en los pacientes
de edad avanzada en la muestra total (p=0,475). La Ica. fue casi significativamente
mayor en los pacientes = 70 afios con Haplogrupo H (p=0,051). Sin embargo, en las
muestras con Haplogrupo No H, la Ica. tendia a ser menor en aquellos de edad
avanzada, siendo la diferencia no significativa (p=0,637). Por otro lado, la Ica. tendia
a ser mayor en los pacientes menores de 70 afios con ritmo sinusal preoperatorio
(Grupos 2 y 3), aunque las diferencias observadas no fueron estadisticamente

significativas (p=0,773 y p=0,186, respectivamente).

v. Liberacion espontdnea de calcio (Incx): Tabla 26. (Figuras 87 y 88).

La Liberacion espontanea de calcio fue discretamente mayor en los pacientes
menores de 70 afios en el analisis global y por haplogrupos y significativamente
mayor en el Grupo 3 (FAPC; p=0,043). No obstante, en el Grupo 1 (FA

preoperatoria), la Incx fue ligeramente mayor en los pacientes = 70 afios (p=0,279).
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Tabla 22. Comparacién del Contenido relativo de ADNmt segtin el grupo de Edad.

Contenido relativo ADNmt

Edad

< 70 ainos

= 70 aios

Valor p

Total muestra
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H
Haplogrupo No H
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria
2: RS preop sin FAPC

3: RS preop con FAPC

1,86 [1,22-2,55]

1,92 [1,66-2,55]

1,67 [1,13-2,70]

1,18 [0,92-1,92]
1,84 [1,35-2,74]

2,10 [1,55-2,78]

1,99 [1,62-2,93]

1,99 [1,06-3,17]

2,02 [1,64-2,78]

1,98 [1,42-2,96]
1,88 [1,57-2,65]

2,18 [1,93-4,00]

0,293

0,858

0,181

0,291
0,972

0,716

Contenido ADNmt segun Edad y Haplogrupo
Haplogrupo H

p=0,858
—_—
[ ]

Haplogrupo No H
p=0,181
—_—
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Figura 79. Contenido de " - J— L
ADNmt segin la edad y 04
haplogrupo. <70a  >=70a <70a  >=70a <70a  >=70a
Contenido ADNmt segun Edad y ritmo cardiaco
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Tabla 23. Comparacién del Dafio oxidativo segtin el grupo de Edad.

Daiio oxidativo

Edad

< 70 ainos

= 70 aios

Valor p

Total muestra
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H
Haplogrupo No H
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria
2: RS preop sin FAPC

3: RS preop con FAPC

0,94 [0,82-1,23]

0,94 [0,87-1,15]

1,01 [0,76-1,44]

1,23 [1,15-1,61]
0,91 [0,78-1,10]

1,47 [0,86-2,19]

0,93 [0,74-1,21]

1,06 [0,91-1,44]

0,92 [0,66-1,13]

1,11 [0,66-1,15]
0,95 [0,66-1,27]

0,92 [0,79-1,34]

0,632

0,590

0,340

0,062
0,766

0,275

Figura 81. Dano oxidativo
segun la edad y haplogrupo.

Dafo oxidativo
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Tabla 24. Comparacién del Tamafio celular segtin el grupo de Edad.

Edad
Tamaiio celular (um) Valor p
< 70 anos = 70 afios

Total muestra 61,91 [52,07-95,93] 61,57 [51,18-76,17] 0,494
Haplogrupo mitocondrial

Haplogrupo H 88,53 [61,64-95,85] 55,54 [37,36-71,00] 0,131

Haplogrupo No H 59,36 [41,98-95,93] 69,40 [58,19-77,13] 0,529
Grupo: ritmo cardiaco

1: FA preoperatoria 94,30 [87,93-111,55] 69,86 [58,19-77,13] 0,100

2: RS preop sin FAPC 53,79 [40,23-61,91] 60,97 [37,36-69,71] 0,916

3: RS preop con FAPC 88,53 [73,84-95,14] 71,00 [55,46-99,71] 0,450

Figura 83. Tamafio celular
segun la edad y haplogrupo.

Haplogrupo H
160 p=0,131
—_
L]
140+

120+

100+

- L

Tamano celular

60
404

1

20

Haplogrupo No H
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Tabla 25. Comparacién de la Corriente de entrada de calcio segtin el grupo de Edad.

Corriente de entrada de
calcio (Ica) (pA/pF)

Edad

< 70 ainos

= 70 aios

Valor p

Total muestra

Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H
Haplogrupo No H

Grupo: ritmo cardiaco

1,63 [1,25-3,02]

1,32 [1,12-2,40]

2,47 [1,29-3,02]

1: FA preoperatoria

2: RS preop sin FAPC

3: RS preop con FAPC

0,92 [0,81-1,25]
2,36 [1,50-3,16]

2,70 [1,73-3,69]

2,20 [1,39-2,88]

2,23 [1,93-2,78]

1,83 [1,03-2,98]

2,01 [0,47-3,40]
2,30 [1,68-5,04]

1,93 [1,48-2,24]

0,475

0,465
0,773

0,186

Corriente entrada (I.,) segun Edad y Haplogrupo

Haplogrupo H Haplogrupo No H Total
87 p=0,051 p=0,637 p=0,475
74
° [ ]
© 6‘
HU (]
g 5 : -1~
£ . S
T 4
]
5 s
5
o,
. . 14
Figura 85. Corriente de
entrada de calcio segin la 01 —
edad y haplogrupo. <70a  >=70a <70a  >=70a <70a  >=70a
Corriente entrada (I, ) segun Edad y ritmo cardiaco
FA preoperatoria RS-No FAPC RS-FAPC
87 p=0,465 p=0,773 _p=0186
74
[ 6‘
N
S 59
&
T 41
[0
c
8 34
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Figura 86. Corriente de
T . .
0 entrada de calcio segin la
<70a >=70a <70a >=70a <70a >=70a edad y ritmo cardiaco.
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Tabla 26. Comparacién de la Liberacién espontanea de calcio segtn el grupo de Edad.

Liberacion espontanea de

Edad

calcio (Incx)

< 70 ainos

= 70 aios

Valor p

Total muestra
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H
Haplogrupo No H
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria
2: RS preop sin FAPC

3: RS preop con FAPC

0,019 [0,013-0,033]

0,017 [0,017-0,033]

0,022 [0,013-0,033]

0,014 [0,005-0,024]
0,017 [0,013-0,033]

0,033 [0,033-0,042]

0,017 [0,011-0,025]

0,014 [0,007-0,029]

0,017 [0,013-0,025]

0,029 [0,017-0,025]
0,017 [0,004-0,025]

0,013 [0,011-0,013]

0,303

0,300

0,539

0,279
0,558

0,046

Haplogrupo H

.06
p=0,300

—_—

.05+

"L

.03 —|_

.02+

Frecuencia corrientes I,

1

.01+

Liberacion espontéanea calcio (I,.,) segun Edad y Haplogrupo

Haplogrupo No H

p=0,539
—

-

Total

p=0,303

-

| L

Figura 87. Liberacion
espontanea de calcio segin la o4 L
edad y haplogrupo. <70a  >=70a <70a  >=70a <70a  >=70a
Liberacion espontanea calcio (I,.,) segun Edad y ritmo
FA preoperatoria RS-No FAPC RS-FAPC
087 p=0,279 p=0,558 p=0,046
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Figura 88. Liberacion
0 1 espontaneas de calcio segun
<70a  >=70a <70a  >=70a <70a  >=70a la edad y ritmo cardiaco.
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Auricula izquierda dilatada (>40 mm):

i. Contenido relativo ADNmt: Tabla 27. (Figuras 89 y 90).

El Contenido relativo de ADNmt tendia a ser mayor en los pacientes con
auricula izquierda no dilatada, siendo casi significativo en el Grupo 3 (FAPC;
p=0,057).

ii. Dano oxidativo: Tabla 28. (Figuras 91 y 92).

El Dafio Oxidativo tendia a ser mayor en los pacientes con auricula izquierda
no dilatada, sin encontrar diferencias significativas en el analisis global

(p=0,702) y subanalisis por haplogrupos y ritmo cardiaco.

iii. Tamarno celular: Tabla 29. (Figuras 93 y 94).

Los pacientes con Al dilatada presentaron una tendencia a mayor tamafio
del miocardiocito auricular, pero con gran variabilidad interindividual en ambos
grupos (Al no dilatada: 61,57 [41,98-77,13] um; y Al dilatada: 69,71 [55,50-

98,60] um), por lo que las diferencias halladas no fueron significativas.

La IcaL tendi6 a ser mayor en los pacientes sin dilatacion auricular, siendo la
diferencia casi significativa inicamente en los pacientes con Haplogrupo No H
(p=0,057).

v. Liberacion espontdnea de calcio (Incx): Tabla 31. (Figuras 97 y 98).

No se hallaron diferencias significativas en la Incx al comparar los pacientes
con y sin Al dilatada, tanto en la muestra globla como en el subanalisis por

haplogrupos y por ritmo cardiaco.

Elena Rosell6 Diez 147



V. RESULTADOS

Tesis Doctoral

Tabla 27. Comparacién del Contenido relativo de ADNmt segtn la dilatacion de Al

Contenido relativo ADNmt

Diametro auricula izquierda

=40 mm

> 40 mm

Valor p

Total muestra
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H
Haplogrupo No H
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria
2: RS preop sin FAPC

3: RS preop con FAPC

2,24 [1,42-2,92]

1,92 [1,42-2,92]

2,47 [1,27-3,01]

1,67 [0,30-3,51]
2,24 [1,35-2,78]

5,51 [3,37-7,66]

1,91 [1,32-2,51]

1,99 [1,06-3,17]

1,86 [1,53-2,39]

1,82 [0,88-2,80]
1,80 [1,53-1,99]

2,05 [1,88-2,39]

0,270

0,736

0,328

Figura 89. Contenido de
ADNmt segun la dilataciéon Al
y haplogrupo.

Contenido ADNmt segun Diametro Al y Haplogrupo

Haplogrupo H
p=0,736
—_—

[ )

Contenido ADNmt

Haplogrupo No H Total
p=0,328 p=0,270
L[]
L] L[]

%

1

1 — 1L

<=40mm >

40mm <=40mm >40mm

<=40mm >40mm

Contenido ADNmt segun Diametro Al y ritmo cardiaco

FA preoperatoria RS-No FAPC RS-FAPC
8 p=0,734 p=0,334 p=0,057
[ ]
74
= 67
£
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o
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S 37 ° ®
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1 Figura 90. Contenido de
0 ADNmt segtn la dilatacién Al
<=40mm >40mm <=40mm >40mm <=40mm >40mm y ritmo cardiaco.
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Tabla 28. Comparacién del Dafio oxidativo segun la dilatacién de Al

Daiio oxidativo

Diametro auricula izquierda

=40 mm

> 40 mm

Valor p

Total muestra
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H
Haplogrupo No H
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria
2: RS preop sin FAPC

3: RS preop con FAPC

0,97 [0,74-1,22]

1,06 [0,88-1,35]

0,86 [0,56-1,11]

0,95 [0,68-1,36]
0,93 [0,72-1,10]

1,99 [1,97-2,00]

0,93 [0,80-1,22]

0,93 [0,77-1,44]

0,93 [0,82-1,21]

1,15 [1,02-1,21]
0,92 [0,76-1,29]

0,92 [0,77-1,21]

0,702

0,154

0,340

0,396
0,629

0,112

Figura 91. Dafio oxidativo

segin la dilatacion Al
haplogrupo.

Haplogrupo H
4 p=0,154

T

Dano oxidativo
N
1

T

1

L

Haplogrupo No H
p=0,340
—_—

=

Dafio oxidativo segun Diametro Al y Haplogrupo

Total
p=0,702
—_—

=

-

L

-

y <=40mm >40mm

<=40mm >40mm

<=40mm >40mm

FA preoperatoria

47 p=0,396
4 —_—

Dano oxidativo
n
1

Dano oxidativo segun Diametro Al y ritmo cardiaco
RS-FAPC
p=0,112

RS-No FAPC
p=0,629

T

L

sl
T

cardiaco.

<=40mm >40mm

<=40mm >40mm

<=40mm >40mm

Figura 92. Dafio oxidativo
segun la dilatacién Al y ritmo
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Tabla 29. Comparacién del Tamafio celular segtn la dilatacién de Al

Diametro auricula izquierda

Tamaiio celular (um) Valor p
=40 mm >40 mm
Total muestra 61,57 [41,98-77,13] 69,71 [55,50-98,60] 0,279
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H 61,76 [44,70-71,00] 88,31 [50,29-98,87] 0,566
Haplogrupo No H 59,36 [41,98-77,13] 65,54 [56,85-93,27] 0,350
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria 73,12 [65,24-85,71] 87,93 [58,19-111,55] 0,571
2: RS preop sin FAPC 48,39 [39,42-78,92] 60,97 [52,07-61,37] 0,972
3: RS preop con FAPC 65,18 [59,36-71,00] 88,31 [60,79-99,71] 0,346

Figura 93. Tamaifio celular
segin la dilatacién Al y
haplogrupo.

Haplogrupo H
160+

p=0,566
—_—
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Tamafio celular segun Diametro Al y Haplogrupo
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p=0,279
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<=40mm >40mm

<=40mm >40mm

<=40mm >40mm

Tamano celular segun Diametro Al y ritmo cardiaco

FA preoperatoria RS-No FAPC RS-FAPC
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40- L — R Figura 94. Tamafio celular
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Tabla 30. Comparacién de la Corriente de entrada de calcio segtn la dilatacién de Al

Corriente de entrada de

Diametro auricula izquierda

calcio (1cu) (pA/PF) = 40 mm > 20mm valorp

Total muestra 2,43 [1,53-3,04] 1,63 [1,03-2,54] 0,250
Haplogrupo mitocondrial

Haplogrupo H 2,21[1,37-2,62] 1,93 [1,48-4,45] 0,825

Haplogrupo No H 2,98 [1,68-3,40] 1,46 [0,86-2,50] 0,057
Grupo: ritmo cardiaco

1: FA preoperatoria 2,13 [0,78-3,19] 0,92 [0,47-1,25] 0,345

2: RS preop sin FAPC 2,42 [1,68-3,09] 2,30 [1,63-5,04] 0,775

3: RS preop con FAPC 2,59 [2,24-2,93] 1,93 [1,48-2,47] 0,239

Haplogrupo H
p=0,825
—_—

Haplogrupo No H
p=0,057

Corriente entrada (I.,) segun Diametro Al y Haplogrupo

Total

p=0,250
—_—

N
o 5 ]
g
T 4 T ——
o |
c
Q31 T
3
24
1 L
Figura 95. Corriente de N
entrada de calcio segin la ol —
dilatacion Athaplogrupo. <=40mm  >40mm <=40mm  >40mm <=40mm  >40mm
Corriente entrada (I.,) segin Diametro Al y ritmo cardiaco
FA preoperatoria RS-No FAPC RS-FAPC
8] p=0,345 p=0,775 p=0,239
74
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HU 1
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T 41
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3 ] —
] B I Figura 96. Corriente de
] @ entrada de calcio segun la
0 dilatacion Al 'y  ritmo
<=40mm  >40mm <=40mm  >40mm <=40mm  >40mm cardiaco.
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Tabla 31. Comparacién de la Liberacién espontanea de calcio segtn la dilataciéon de Al

Liberacion espontanea de
calcio (Incx)

Diametro auricula izquierda

Valor p

=40 mm

> 40 mm

Total muestra
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H
Haplogrupo No H
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria
2: RS preop sin FAPC

3: RS preop con FAPC

0,017 [0,017-0,033]

0,017 [0,017-0,033]

0,017 [0,013-0,033]

0,017 [0,017-0,033]
0,017 [0,013-0,033]

0,033 [0,033-0,033]

0,017 [0,011-0,025]

0,011 [0,008-0,033]

0,017 [0,013-0,025]

0,017 [0,010-0,025]
0,017 [0,005-0,025]

0,013 [0,011-0,033]

0,343

0,773

0,336

0,418

0,676

.06

.05+

.04+

.034

.02+

Frecuencia corrientes I,

Liberacion espontanea calcio (I

Haplogrupo H

p=0,773
—_—

NCX)
Haplogrupo No H

p=0,336
—_—

segun Diametro Al y Haplogrupo

Total

p=0,343
—_—

Figura 97.
Liberacién
. 011
espontanea de
calcio segin la -
dilatacion Al y ) — I
<=40mm >40mm <=40mm >40mm <=40mm >40mm

haplogrupo.

Liberacion espontanea calcio (I,.,) segun Diametro Al y ritmo

FA preoperatoria RS-No FAPC RS-FAPC
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2 Figura 98. Liberacion

014 espontanea de calcio

segun la dilatacién Al
oA L 1 y ritmo cardiaco.
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Insuficiencia renal aguda postoperatoria:

i. Contenido relativo ADNmt: Tabla 32. (Figuras 99 y 100).

Los pacientes que no presentaron IRA postoperatoria tendieron a mostrar
un mayor Contenido relativo de ADNmt que aquellos con fallo renal agudo tras
la cirugia. Esta diferencia fue casi significativa en los pacientes con Haplogrupo

No H (p=0,065) y significativa en aquellos con FA preoperatoria (p=0,042).

ii. Dano oxidativo: Tabla 33. (Figuras 101 y 102).

El Dafio oxidativo tendi6 a ser mayor en los pacientes que presentaron IRA
postoperatoria, siendo la diferencia significativa en la muestra global (p=0,049),

pero no significativa en los subanalisis por haplogrupos y por ritmo cardiaco.

iii. Tamano celular: Tabla 34. (Figuras 103 y 104).

Las muestras de los pacientes con IRA postoperatoria tendieron a presentar
mayor tamafio celular en el andlisis global (p=0,503). Sin embargo, esta
diferencia se modifico segun el subgrupo analizado. En el grupo con Haplogrupo
H, en los pacientes del Grupo 1 (FA preoperatoria) y del Grupo 2 (RS
preoperatorio sin FAPC) el miocardiocito tendia a ser mayor en los pacientes
que no presentaron IRA postoperatoria, aunque sin diferencias significativas.
Por el contrario, en los pacientes con Haplogrupo No H y aquellos con FAPC
(Grupo 3) seguian la misma tendencia que la muestra global (p=0,020 y

p=0,100, respectivamente).

La Ica. tendi6 a ser ligeramente mayor en los pacientes con IRA
postoperatoria. No obstante, la diferencia no fue estadisticamente significativa

en el analisis global o en los subanalisis.

No se observaron diferencias significativas en la frecuencia de Incx al
comparar presencia o no de IRA postoperatoria, aunque tendia a ser mayor en el

grupo que si presentaba la complicacidon postoperatoria.
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Tabla 32. Comparacién del Contenido relativo de ADNmt segiin IRA postoperatoria.

IRA postoperatoria
Contenido relativo ADNmt Valor p
No Si
Total muestra 2,00 [1,62-2,92] 1,92[1,11-2,55] 0,298
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H 2,00 [1,42-2,65] 1,98 [1,66-2,92] 0,778
Haplogrupo No H 1,98 [1,64-2,93] 1,50[0,97-2,18] 0,065
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria 3,41 [2,14-4,56] 1,30 [0,88-1,95] 0,042
2: RS preop sin FAPC 2,82 [1,27-2,78] 1,99 [1,66-2,92] 0,424
3: RS preop con FAPC 2,29 [2,03-3,27] 2,02 [1,08-3,57] 0,345

Figura 99. Contenido de
ADNmt segun IRA
postoperatoria y haplogrupo.

Contenido ADNmt segun IRA postoperatoria y Haplogrupo

Haplogrupo H

p=0,778
—

Haplogrupo No H
p=0,065
—

Contenido ADNmt

1]

-

%

}_

L

Total

p=0,298
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Contenido ADNmt segun IRA postoperatoria y ritmo

FA preoperatoria RS-No FAPC RS-FAPC
p=0,042 p=0,424
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] Figura 100. Contenido de

— ADNmt segun IRA
0 postoperatoria 'y  ritmo
No IRA post IRA post No IRA post IRA post No IRA post IRA post cardiaco.
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Tabla 33. Comparacién del Dafio oxidativo segtin IRA postoperatoria.

Daiio oxidativo

IRA postoperatoria

No

Si

Total muestra
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H
Haplogrupo No H
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria
2: RS preop sin FAPC

3: RS preop con FAPC

0,91 [0,70-1,13]

0,93 [0,87-1,06]

0,90 [0,61-1,17]

1,04 [0,74-1,18]
0,91 [0,70-1,12]

0,88 [0,67-1,07]

1,11 [0,91-1,44]

1,22 [0,91-1,49]

1,09 [0,84-1,19]

1,13 [0,95-1,42]
0,94 [0,76-1,22]

1,28 [0,92-2,03]

0,174

0,254

0,497
0,654

0,115

47 p=0,174
—_—
3.5 o
34
2 257
©
pe
X
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Figura 101. Dafio oxidativo 51 °
segun IRA postoperatoria y o

haplogrupo.
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Figura 102. Dafio oxidativo
segin IRA postoperatoria y
ritmo cardiaco.
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Tabla 34. Comparacién del Tamafio celular segiin IRA postoperatoria.

IRA postoperatoria
Tamaiio celular (um) Valor p
No Si

Total muestra 61,31 [52,07-88,74] 66,46 [51,45-97,00] 0,503
Haplogrupo mitocondrial

Haplogrupo H 88,74 [50,29-98,87] 61,37 [37,78-71,00] 0,160

Haplogrupo No H 60,17 [52,07-69,41] 87,93 [75,21-101,54] 0,020
Grupo: ritmo cardiaco

1: FA preoperatoria 84,60 [69,86-105,08] 77,13 [58,19-94,30] 0,450

2: RS preop sin FAPC 58,24 [41,98-69,71] 44,70 [36,79-61,91] 0,455

3: RS preop con FAPC 59,36 [55,46-88,31] 87,46 [71,00-101,54] 0,100

Figura 103. Tamafio celular
segin IRA postoperatoria y
haplogrupo.
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Tabla 35. Comparacién de la Corriente de entrada de calcio segin IRA postoperatoria.

Corrie.nte de entrada de IRA postoperatoria Valor p
calcio (Ica) (pA/pF) No Si
Total muestra 1,71 [1,27-3,22] 2,08 [1,32-2,66] 0,725
Haplogrupo mitocondrial
Haplogrupo H 1,71 [1,25-4,45] 2,18 [1,37-2,78] 0,892
Haplogrupo No H 1,97 [1,27-3,22] 1,99 [0,92-2,54] 0,659
Grupo: ritmo cardiaco
1: FA preoperatoria 1,14 [0,75-2,32] 0,92 [0,29-2,98] 0,706
2: RS preop sin FAPC 2,46 [1,46-3,74] 2,21[1,68-3,09] 0,933
3: RS preop con FAPC 1,48 [0,99-2,93] 2,11[1,93-2,47] 0,584

Figura 105. Corriente de
entrada de calcio segin IRA
postoperatoria y haplogrupo.
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Tabla 36. Comparacién de la Liberacion espontanea de calcio segtin IRA postoperatoria.

Liberacion espontanea de IRA postoperatoria
calcio (Incx) No Si Valor p

Total muestra 0,017 [0,011-0,025] 0,021 [0,013-0,033] 0,649
Haplogrupo mitocondrial

Haplogrupo H 0,011 [0,010-0,017] 0,021 [0,013-0,033] 0,554

Haplogrupo No H 0,017 [0,013-0,029] 0,021 [0,013-0,028] 0,969
Grupo: ritmo cardiaco

1: FA preoperatoria 0,015 [0,011-0,025] 0,021 [0,017-0,025] 0,665

2: RS preop sin FAPC 0,017 [0,005-0,022] 0,025 [0,017-0,033] 0,386

3: RS preop con FAPC 0,033 [0,011-0,042] 0,013 [0,013-0,033] 0,442

Figura 107. Liberacién
espontanea de calcio segun
IRA postoperatoria y
haplogrupo.
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El trabajo de esta tesis aborda el estudio de una de las complicaciones mas
frecuentes tras cirugia cardiaca: la fibrilacion auricular. Se conocen diversos factores
clinicos y electrofisioldgicos que influyen en el desarrollo de esta patologia, siendo el
metabolismo intracelular del calcio, muy dependiente de los niveles de ATP, uno de los
mas importantes. Por otro lado, el estrés oxidativo también ha sido propuesto como un
factor que contribuye a su aparicién (16, 33, 46, 56, 64, 65, 68, 72, 73).

La mitocondria es el principal suministrador de ATP de la célula, y es generadora de
ROS. Por ello, el ADNmt estd en el punto de mira de investigadores de muchas
patologias, sobre todo las que afectan a tejidos o células con gran demanda energética,

como pueden ser espermatozoides, tejido nervioso, riflones o el musculo estriado.

En este trabajo se ha descartado el estudio de las mutaciones patoldgicas
mitocondriales, que, por su gravedad, serian responsables de graves problemas desde el
nacimiento o la primera infancia. Por el contrario, se ha centrado en las variantes no
patoldgicas, es decir, los haplogrupos mitocondriales que, por su diferente eficiencia
energética pueden asociarse, como ya ha sido demostrado, con el envejecimiento (134)
y con el desarrollo de algunas enfermedades como miocardiopatias (139-142),

astenozoospermia (133, 143), Alzheimer (144), entre otras.

Ademas, la mitocondria, como organulo semiauténomo, tiene capacidad para
responder a las necesidades fisiolégicas concretas del tejido/célula correspondiente,
modificando la dosis gendémica mitocondrial. De esta manera puede suministrar
suficientes unidades de la cadena respiratoria y proporcionar, por tanto, la cantidad de
ATP demandado en cada caso. Asimismo, se ha observado que las alteraciones en el
numero de copias de ADNmt son un marcador indirecto de disfuncién mitocondrial, que

puede predisponer a enfermedades (145-147).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, este trabajo abordé el estudio de la aparicién
de FA en pacientes tras cirugia cardiaca, relaciondndola con diversos parametros

fisio(pato)logicos, y con las variantes genéticas y gendmicas mitocondriales.

Se ha estudiado, en concreto, el efecto del haplogrupo mitocondrial (fondo
genético), sobre la incidencia de fibrilacion auricular post-cirugia cardiaca. Ademas, se
ha analizado la influencia del contenido genémico mitocondrial (fondo gendémico), dafio
oxidativo y otras variables celulares y electrofisiolégicas relacionadas con la
homeostasis del calcio que podrian intervenir en su fisiopatogenia. Por ultimo también
se han estudiado factores clinicos asociados a la fibrilacion auricular postoperatoria que
podrian actuar como potenciales confundidores de la asociacion haplogrupo-fibrilacién

auricular postoperatoria.
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VI.1. REPRESENTATIVIDAD:

VL.1.a. De la poblacion de referencia:

La cohorte de referencia sobre la que se recogieron las muestras presentaba una
incidencia de FAPC (23,1%) dentro del intervalo previamente publicado (16-46%) (80).

Algunos de los factores predictores de FAPC hallados en la cohorte de referencia de
este estudio también se han identificado como factores de riesgo en otras publicaciones:
edad (82), uso de IECAs en el preoperatorio (124, 125), cirugia valvular y cirugia
combinada (24), cirugia sobre la valvula mitral e insuficiencia renal postoperatoria-

hipervolemia (148).

VL.1.b. De la poblacion de las muestras:

La distribucion de los haplogrupos mitocondriales de las muestras auriculares se
asemejaba a la distribucidon publicada en otras series. La frecuencia de Haplogrupo H
fue del 41,96% en este estudio frente al 40,5% publicado con anterioridad (44).

Teniendo en cuenta que las caracteristicas de la poblacion de pacientes estudiada
estdn dentro de la normalidad publicada por otros autores, se excluye que los

resultados puedan presentar algin sesgo de partida.

VI.2. ANALISIS DE LAS VARIABLES CLINICAS EN LA COHORTE DE
MUESTRAS:

En la Tabla 9 se ha mostrado la distribucion de las comorbilidades por Grupos de
ritmo cardiaco. La Unica que presento diferencias significativas fue la EPOC, que era mas
frecuente en el Grupo 1 (p=0,027).

Se conoce que la prevalencia de FA aumenta con la edad (20, 22), lo que explicaria la

mayor media de edad de los pacientes de los Grupos 1y 3 (Grupo 2 vs 3: p=0,082).

Por otro lado se observo que el porcentaje de mujeres era mayor en los Grupos 1y 3
(p=0,029). En nuestra cohorte de referencia, la cirugia de la valvula mitral, sobre todo
la de origen reumatico, era mas frecuente en mujeres. Ademas, se conoce que la
valvulopatia mitral se relaciona con dilatacion auricular izquierda secundaria a
aumento cronico de la presion auricular, lo cual predispone a FA (24). En nuestra
muestra, los pacientes con FA, tanto preoperatoria como postoperatoria presentaba una
mayor prevalencia de auricula izquierda dilatada (prueba de x? entre los 3: p=0,058;

Grupo 2 vs 3: p=0,018). Estos dos hechos justificarian por qué los Grupos 1 (FA
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preoperatoria) y 3 (FA postoperatoria) presentaban una mayor prevalencia de cirugia
valvular, bien fuera aislada (prueba de %? entre los 3 Grupos: p=0,474; Grupo 2 vs 3:
p=0,222) o combinada (prueba de x? entre los 3 Grupos: p=0,073; Grupo 2 vs 3:
p=0,025). Sin embargo, la prevalencia de Al dilatada no era significativamente mayor

en mujeres frente a hombres (p=0,681).

Asimismo, el porcentaje de pacientes que presentaron insuficiencia renal
postoperatoria fue significativamente mayor en los pacientes con FA preoperatoria y
postoperatoria (prueba de x? entre los 3 Grupos: p=0,033). Dentro de los pacientes con
RS preoperatorio, la frecuencia de IRA postoperatoria era mayor en los pacientes que
presentaron FAPC (Grupo 2 vs 3: p=0,101).

Otras variables clinicas asociadas a la FAPC fueron: a) Tiempo de isquemia cardiaca
mayor a 90 y menor o igual a 120 minutos (OR 7,00; IC 95%: 1,18-41,36; p=0,032); b)
Estancia en UCI mayor a 72 horas (OR 4,60; IC 95%: 1,32-15,95; p=0,016); y c)
Estancia postoperatoria total mayor a 14 dias (OR 4,50; IC 95%: 1,11-18,18; p=0,034).
Estas dos ultimas fueron consecuencia de la mayor morbilidad postoperatoria en los
pacientes del Grupo 3; ademas, si los episodios de FAPC son repetidos, prolongados o no
revierten a ritmo sinusal, se debe iniciar tratamiento anticoagulante, lo que difiere el

alta hospitalaria hasta alcanzar correctos niveles de anticoagulacion (INR).

VI1.2.a. Identificacion de factores de confusion:

Cuatro de las variables clinicas asociadas con FAPC fueron identificadas como
factores de confusion del efecto del Haplogrupo H sobre el desarrollo de FA en el
postoperatorio. La siguiente Tabla muestra la asociacion, segiin analisis univariante,

entre los factores de confusion y la incidencia de FAPC:

Tabla 37. Asociacion entre los factores de confusion y la FAPC mediante andlisis univariante.

OR univariante IC95% Valor p
Sexo femenino 5,80 1,54-21,92 0,008
Edad = 70 afios 4,29 1,18-15,27 0,045
Al >40mm 6,22 1,34-00 0,018
IRA postoperatoria 2,78 0,83-9,40 0,101

Al auricula izquierda; IRA: insuficiencia renal aguda.

La identificacién de dichos factores de confusion permitié conocer el verdadero

efecto del Haplogrupo H sobre la incidencia de FAPC, como se explica mas adelante.
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VIL.3. ANALISIS DE LOS FACTORES MITOCONDRIALES:

V1.3.a. Delecion comun:

La delecion comun (delecién de 4977 pb) estaba presente en todas las muestras
menos una. Algunos grupos han observado una asociacion entre dicha alteracion y la FA
(53), que en este estudio no se ha podido demostrar. Se sospecha que sea la edad
avanzada de los pacientes (70,5 [61-74] afos), mas que el ritmo cardiaco, la que
justifique la presencia generalizada de la delecién comun en esta cohorte, incluido el
grupo de ritmo sinusal postoperatorio (Grupo 2), ya que se ha visto que esta delecion se

relaciona también con la edad (54).

VL.3.b. Dano oxidativo:

Segun estudios previos, el Haplogrupo H tiene una mayor actividad intrinseca
mitocondrial (49), probablemente porque codifique proteinas de la cadena respiratoria
que se acoplan mejor, resultando una cadena respiratoria mas eficiente
energéticamente, pero que generaria mas radicales libres y, por tanto, induciria mas
estrés oxidativo (50). En nuestro estudio, a pesar de que los pacientes con Haplogrupo
H tendian a presentar mayor dafio oxidativo que aquellos con Haplogrupo No H, la
diferencia no era estadisticamente significativa (p=0,217). Esto se justificaria por el
tamafio muestral. Pequefios cambios en la eficiencia de la cadena respiratoria entre los
haplogrupos requeririan mayor tamafio de muestra, hecho dificil de conseguir debido a
que la Colecciéon de la que proceden las muestras no disponia de mas fragmentos con

suficiente tejido para los estudios mitocondriales.

Por otro lado, diversos investigadores han hallado que el estrés oxidativo esta
implicado en la fisiopatogenia de la fibrilacion auricular (46, 53, 103, 108, 110, 116). En
el presente estudio, los pacientes del Grupo 3 (FAPC) presentaban mayor dafio
oxidativo que los otros dos Grupos, pero de manera no significativa (prueba de Kruskal-
Wallis: p=0,407; prueba de Wilcoxon Grupo 2 vs 3: p=0,360). Tampoco era significativa
la diferencia de dafio oxidativo entre los pacientes con FA preoperatoria (Grupo 1) y los
del Grupo 2 (p=0,220). La explicacion es similar a la del apartado anterior. Hay que
tener en cuenta que cuanto menor sea su contribucidon al desarrollo de la patologia,
mayor tamafio de muestra se requiere. En cualquier caso, la intencién de la autora es
continuar aumentando el tamafio de la muestra en el futuro, para averiguar si se

confirma significativamente la tendencia observada.

El dafio oxidativo fue menor en las mujeres frente a los varones, tanto en el total de

la muestra (p=0,064), como en los pacientes con Haplogrupo No H (p=0,062) y también
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en el Grupo 1 - FA preoperatoria - (p=0,034). El menor dafio oxidativo en mujeres, en
general, podria deberse al papel protector de los estrogenos durante la vida fértil de las

mujeres (149-152), efecto que disminuiria a partir de la menopausia.

Fue mayor en los pacientes con IRA postoperatoria en el total de la muestra
(p=0,049). Estudios previos han comprobado el papel del estrés oxidativo en el
desarrollo de fallo renal agudo tras cirugia cardiaca (153-155). La fuerte asociacion
entre la IRA postoperatoria y la FAPC encontrada en este estudio (OR 2,78) puede
explicarse por el mayor dafio oxidativo que presentan los pacientes con fallo renal
agudo tras la cirugia cardiaca. Sin embargo, no se hall6 relaciéon entre mayor dafio
oxidativo y FAPC, probablemente porque los pacientes con Haplogrupo H presenten
mejores mecanismos antioxidantes, neutralizando el efecto de la IRA postoperatoria
(Efecto de IRA postoperatoria sobre FAPC: en pacientes con Haplogrupo H: OR 1,14; en
pacientes con Haplogrupo No H: OR 8,50).

VL.3.c. Contenido relativo de ADNmt:

Analizado como variable continua, no hubo diferencias significativas entre
Haplogrupos (p=0,669), y tampoco entre Grupos de ritmo cardiaco (prueba de Kruskal-
Wallis: p=0,230; prueba de Wilcoxon, Grupo 2 vs 3: p=0,114).

La mediana del Contenido de ADNmt fue significativamente mayor en las mujeres
en el total de la muestra (p=0,016). Este hallazgo puede explicarse por papel protector
de los estrégenos frente al dafio oxidativo sufrido por el ADNmt de las mujeres (156).
Sin embargo, el subanalisis por haplogrupos mostré que la diferencia entre sexos se
mantenia significativa en los pacientes con Haplogrupo No H (p=0,048), pero no en los
pacientes con Haplogrupo H (p=0,165). Esto puede deberse a que los individuos con
haplogrupo H compensan el dafio oxidativo aumentando el contenido de ADNmt,

independientemente del sexo.

Por otro lado, en los pacientes con ritmo sinusal preoperatorio (Grupos 2 y 3) el
Contenido de ADNmt era menor en los que la auricula izquierda estaba dilatada frente a
los que no presentaban dilatacion auricular, siendo esta diferencia casi significativa
solamente en los pacientes con FAPC (Grupo 3; p=0,057), y no significativa en el Grupo
2 (p=0,334).

No obstante, analizando el contenido gendémico mitocondrial como variable
dicotémica, la categoria mayor a la mediana se asociaba de manera significativa con la
incidencia de FAPC (OR 4,29; IC 95%: 1,18-15,27; p=0,026). Sin embargo, no hubo
diferencias significativas en el porcentaje de pacientes con Contenido de ADNmt mayor

a la mediana entre los Grupos 1y 2 (p=0,976).
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Existe controversia en la relacion entre el dafio oxidativo y el nimero de copias de
ADNmt. Por un lado, Marcuello et al (2005) evidenciaron que en el musculo esquelético,
inmediatamente después de realizado un ejercicio extenuante, se producia un aumento
significativo del dafio oxidativo y una caida también significativa del ADNmt. Sin
embargo, a partir de las 48h la cantidad de ADNmt se recuperaba (157). Por el
contrario, Ji (2000) observo que el contenido de ADNmt aumentaba en el corazén ante
el estrés oxidativo, probablemente por una mayor capacidad compensatoria
antioxidante de este 6rgano (158). Publicaciones posteriores han demostrado que el
dafio oxidativo inducia la sintesis de copias de ADNmt (145-147). En el presente estudio
se observo que la correlacion entre el Dafio oxidativo y el Contenido relativo de ADNmt
era diferente segun el Haplogrupo mitocondrial. Los pacientes con Haplogrupo No H, al
generar menor dafio oxidativo, posiblemente no alcanzan el umbral de estimulo
suficiente para activar la biogénesis mitocondrial por lo que, en este haplogrupo, un
aumento del dafio oxidativo provoca una caida en el nimero de copias de ADNmt,
justificando la correlacion negativa y significativa encontrada entre ambos parametros
(Coeficiente de Pearson r= -0,35; p=0,034). Sin embargo, los pacientes con Haplogrupo
H, con mayor dafio oxidativo, parecen superar el umbral minimo de estimulo de la
biogénesis mitocondrial induciendo un incremento en el n?2 de ADNmt y justificando de
esta forma la correlacién positiva y significativa encontrada en estos pacientes
(Coeficiente de Pearson r= +0,47; p=0,016).

Asimismo, la correlacion entre el Contenido de ADNmt y el Dafio Oxidativo era
positiva en los pacientes sin dilatacion auricular (r= +0,37; p=0,089) y neutra en los
pacientes con Al dilatada (r=-0,02; p=0,904). De estos hallazgos se puede deducir que la
dilatacion auricular podria ser un indicador y, por tanto, una consecuencia, de que el
mecanismo antioxidante de biogénesis de ADNmt no funcione correctamente. Lo mismo
ocurria con la correlacion entre Contenido de ADNmty la edad (Al no dilatada: r= +0,38;
p=0,079; Al dilatada: r=-0,06; p=0,714).

Todos estos resultados parecen sugerir que, ante el deterioro progresivo del tejido
cardiaco por edad, dafio oxidativo, remodelado auricular (dilatacion auricular) o la
asociacién con otras patologias, las mitocondrias de las fibras musculares cardiacas
tratan de “compensar” las dificultades aumentando la biogénesis mitocondrial para
incrementar el potencial energético celular. Si el ADNmt, ya esta dafiado (deleciéon
comun presente en todos los pacientes, menos uno, por ejemplo), es un esfuerzo baldio,
puesto que no se lograria el objetivo. El mecanismo subyacente exacto no ha podido ser

probado con los datos disponibles.
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VL.3.d. Haplogrupo mitocondrial:

El analisis univariante inicial mostr6 una ligera tendencia del Haplogrupo H a
aumentar el riesgo de FAPC (OR 1,27; IC 95%: 0,39-4,07; p=0,697). En este caso,
deberia considerarse que, si el Haplogrupo H per se tiene un pequeiio efecto sobre la
aparicion de FAPC, seria necesario un tamafio muestral mucho mayor para ponerlo en
evidencia, algo impensable en el presente estudio, dado que no se disponian de mas
muestras adecuadas en la Coleccion. No obstante, un disefio prospectivo de recogida de
muestras quiza permita demostrar, o descartar, definitivamente la posible influencia del

Haplogrupo mitocondrial.

El analisis estratificado por Haplogrupos del efecto del Contenido de ADNmt mayor
a la mediana sobre el riesgo de FAPC mostré que en los pacientes con Haplogrupo H,
dicha asociacion era todavia mayor (OR 10,5; IC 95%: 1,24-o; p=0,029), mientras que
en los pacientes con Haplogrupo No H la asociacion disminuia (OR 2,29; IC 95%: 0,45-
11,46; p=0,333). Estas observaciones confirmarian el efecto potenciador del
Haplogrupo H sobre la asociacion Contenido ADNmt mayor a la mediana y FAPC,
como resultado, posiblemente, del mayor dafo oxidativo generado en la cadena

respiratoria de este haplogrupo.

Hay que tener en cuenta que el dafio oxidativo provoca todo tipo de dafios en las
diferentes biomoléculas de las células (ADNmt, lipidos de membrana y proteinas), por
lo que, a pesar del esfuerzo de la célula por compensar ese dafio, aumentando el nimero
de copias de ADNmt, muchas de ellas pueden contener mutaciones que provoquen
disminucién de la eficiencia de la cadena respiratoria. Si se considera, ademas, el dafio
generado sobre lipidos y proteinas de membrana, las fibras musculares cardiacas en
pacientes con Haplogrupo H podrian llegar a presentar alteraciones fisiologicas

suficientes como para favorecer la aparicion de FAPC.

En el caso de la IRA postoperatoria, el analisis estratificado por Haplogrupos
observo lo contrario. El efecto de la IRA postoperatoria sobre la FAPC se acercaba a la
unidad en los pacientes con Haplogrupo H (OR 1,15; IC 95%: 0,22-5,97; p=0,879),
mientras que en los pacientes con Haplogrupo No H, esta asociacion aumentaba (OR
8,50; IC 95%: 1,28-55,96; p=0,024). Esto podria deberse al efecto protector de la
interaccion Haplogrupo H-IRA postoperatoria (ORmcn-1rap=0,13), es decir, que el

Haplogrupo H aparentemente “neutralizaba” el efecto de la IRA postoperatoria.
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V1.4, ANALISIS DE LOS FACTORES CELULARES Y
ELECTROFISIOLOGICOS:

V1.4.a. Tamano celular:

La dilatacién auricular suele producirse por un “estiramiento” de las células
miocardicas, es decir, que los miocardiocitos aumentan de tamafio, como consecuencia
del aumento crénico de la presion y volumen auricular. Este hecho explicaria que el
Tamafio celular fuera significativamente mayor en los pacientes con FA, Grupos 1y 3,
frente a los pacientes con RS, Grupo 2 (prueba de Kruskal-Wallis: p=0,025; prueba de
Wilcoxon Grupo 2 vs 3: p=0,034). Esta diferencia entre los Grupos 2 y 3 también se
mantenia casi significativa en la categoria de pacientes con Contenido de ADNmt mayor
a la mediana (p=0,052) ), sugiriendo, una vez mas, que el dafio oxidativo pueda ser un

factor contribuyente en el desarrollo de esta arritmia.

Por otro lado, en los pacientes con Haplogrupo No H, el Tamafio celular era
significativamente mayor en los que presentaron IRA postoperatoria frente a los que la
funcion renal se mantuvo correcta tras la cirugia (p=0,020). Este hallazgo se podria
explicar porque el mayor tamafio celular suele indicar la presencia de un tejido cardiaco
mas enfermo con, por ejemplo, peor fraccién de eyeccion, y son estos pacientes los que

tienden a presentar mas complicaciones postoperatorias, como el fallo renal agudo.

V1.4.b. Corriente de entrada de calcio (IcaL):

En este estudio se observo que la corriente de entrada de Ca?* a través de los
canales tipo-L era menor en los individuos con FA preoperatoria frente a aquellos con
RS preoperatorio (Grupo 1 vs 2+3; p=0,015). Este hecho se debia sobre todo a la
diferencia entre los Grupos 1y 2 (p=0,009); sin embargo, no se encontraron diferencias
entre los Grupos 2 y 3 (p=0,272), ni tampoco entre los dos tipos de FA, pre- y
postoperatoria (p=0,158). Estos resultados confirman lo publicado por Patel et al
(2008), que también habian observado una infrarregulacion de las corrientes de calcio a
través de los canales tipo L en los individuos con FA, que a su vez perpetuaba la arritmia
(94). Estos datos hacen suponer que la Ica. influiria en la perpetuacion de la FA,
pero no en su génesis.

Ademas, la menor Ica, observada en los pacientes del Grupo 1 frente al 2 se daba
sobre todo en la categoria de pacientes con Contenido de ADNmt menor a la mediana
(p=0,004), pero no en la categoria mayor a la mediana (p=0,877). Estos resultados
tienen sentido considerando que el flujo de Ca?* es dependiente de los niveles de ATP

celular e indirectamente, por ello, de la cantidad de ADNmt. De esta manera se podria
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deducir que la disfuncion mitocondrial, representada por un Contenido de ADNmt
mayor a la mediana, neutralizaria el efecto compensador de que disponen las
células miocardicas en FA permanente para disminuir la Ica. como consecuencia
del acamulo de calcio intracelular.

Por otro lado, la Ica. era mayor en los pacientes con edad avanzada (= 70 afios)
frente a los de edad no avanzada (p=0,051), s6lo en aquellos pertenecientes al
Haplogrupo H que, como varios autores han propuesto, presentarian una mayor

eficiencia de la cadena respiratoria.

Por el contrario, en los pacientes con Haplogrupo No H, la Ica. era menor en los que
tenia dilatacion auricular frente a los que el tamafio auricular era normal (p=0,057),
resultado coherente puesto que una menor eficiencia de la cadena respiratoria propia
de haplogrupos No H, justificaria menor produccién de ATP y, por ello, también una

contractilidad disminuida, con el consecuente remodelado auricular.

Sin embargo, no se observé diferencia significativa en la corriente de entrada de

calcio entre sexos.

Vl.4.c. Liberacion espontanea de calcio (Incx):

Hove et al (2004) concluyeron con sus estudios que la liberaciéon espontanea de
Ca?*, determinada de manera indirecta por medio de la frecuencia de corriente de
entrada a través del intercambiador Na+*-Ca?* (Incx), era mayor en los individuos con FA
permanente que en los pacientes con RS preoperatorio (31). El presente estudio no
confirmo estas observaciones al comparar FA preoperatoria y RS preoperatorio (Grupo
1 vs 2+3: p=0,859), posiblemente porque el tamafio muestral es muy diferente. Futuros
trabajos deberan resolver estos resultados controvertidos. Tampoco se hallaron
diferencias en las comparaciones parciales: Grupo 1 vs 2 (p=0,910), Grupo 1 vs 3
(p=0,560) y Grupo 2 vs 3 (p=0,515).

No obstante, la correlacion entre Incx y la dosis gendmica mitocondrial era positiva
(r=+0,22; p=0,209). De hecho, la Incx fue significativamente mayor en los pacientes con
Contenido de ADNmt mayor a la mediana frente a menor a la mediana (p=0,023). Por
esta razon, se podria suponer que la disfuncién mitocondrial, medida como
Contenido de ADNmt mayor a la mediana, influiria en la homeostasis del calcio,
aumentando la liberacion espontanea de calcio desde los organulos
intracelulares. Esta diferencia era mas evidente dentro de los pacientes del Grupo 2
(p=0,002), pero se invertia en los pacientes que presentaron FAPC: la Incx se
correlacion6 negativamente con el Contenido de ADNmt (r= -0,40; p=0,331). Estos

resultados confirman las propuestas de los ultimos parrafos, sugiriendo que en los
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pacientes con ritmo sinusal normal tras cirugia (Grupo 2), el comportamiento es normal
de acuerdo a lo esperado (mas ADNmt conlleva mas ATP y éste, un flujo normal de
Ca?*). Sin embargo, en pacientes con FAPC, los diversos factores que contribuyen a esa

patologia parecen distorsionar el patron esperado.

Respecto a las diferencias entre sexos, las mujeres tendian a presentar mayor Incx
dentro de los pacientes con FA preoperatoria (p=0,085), observacion que no se
encontr6 en los otros dos Grupos de ritmo cardiaco (p=0,609 y p=0,167,
respectivamente). Por el contrario, la Incx disminuia con la edad (r= -0,32, p=0,067),
observacion coherente con la progresiva pérdida de eficiencia energética celular. Esta
correlacion se hacia mas significativa en los pacientes que desarrollaron FA
postoperatoria, (r=-0,71, p=0,049; =70a vs < 70a: p=0,046), pero se invertia en los que
presentaban FA preoperatoria (r= +0,36, p=0,306), lo que permite suponer que el
proceso quirdrgico puede contribuir, mediante estrés celular, a alteraciones

metabolico-electroliticas complejas (80).

VL5. RECOPILACION DE LOS DATOS Y ELABORACION DEL MODELO
AJUSTADO:

Mediante analisis multivariante se estudié el efecto del Haplogrupo H sobre la
incidencia de FAPC, ajustando por los cuatro factores de confusion identificados y por el
Contenido de ADNmt categorizado (mayor o menor a la mediana). Se identifico al
Haplogrupo H como un factor protector (OR 0,52; IC 95%: 0,09-3,07, p=0,467) y al
Contenido de ADNmt mayor a la mediana como factor de riesgo (OR 5,50; IC 95%:
0,90-33,49; p=0,065).

El AUC de la Curva ROC del modelo fue de 0,863 (IC 95%: 0,748-0,978).

VI.6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO:

La principal limitacién de este trabajo es el pequefio nimero de muestras. Esto se
debe a que la recogida de las mismas no fue prospectiva, sino que se utilizaron
fragmentos de muestras que se habian extraido para estudios previos
electrofisiolégicos y que habian sido conservadas en Coleccidén. Desafortunadamente,
aunque el nimero de muestras con analisis electrofisioldgicos es mucho mayor, de sé6lo
62 se pudo recuperar fragmentos de tamafo suficiente para los estudios
mitocondriales. Sin embargo, esta Tesis proporciona una primera orientacion de cémo
los haplogrupos mitocondriales y el contenido de ADNmt pueden influir en la aparicién

de fibrilacién auricular tras cirugia cardiaca.
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VII.L1. CONCLUSIONES:

VIl.a. Derivadas del Objetivo primario:

1. En el analisis no ajustado, el Haplogrupo H tiende a ser un factor de riesgo de

aparicion de fibrilacion auricular postoperatoria.

2. En el analisis no ajustado, la presencia de Contenido relativo de ADN
mitocondrial mayor a la mediana en miocito auricular es un factor de riesgo

de aparicion de fibrilacion auricular postoperatoria.

3. Los factores de confusion del efecto del Haplogrupo H son: sexo femenino,
edad mayor o igual a 70 afos, auricula izquierda dilatada e insuficiencia renal

aguda postoperatoria.

4. En el analisis multivariante ajustado por los factores de confusion, el
Haplogrupo H se presenta como factor protector, mientras que el Contenido
relativo de ADN mitocondrial mayor a la mediana es un factor de riesgo de

incidencia de fibrilacion auricular postoperatoria de nueva aparicion.

VILb. Derivadas del Objetivo secundario:

1. No se detectaron diferencias significativas en la cuantificacion del Dafio

oxidativo en miocito auricular segun el ritmo cardiaco pre y postoperatorio.

2. No se detectaron diferencias significativas en la proporcion de pacientes con
Delecion comun de 4977 pares de bases del genoma mitocondrial en el

miocito auricular segun el ritmo cardiaco pre y postoperatorio.

3. El Tamafio celular del miocardiocito auricular es significativamente mayor en
los pacientes con fibrilacion auricular, tanto preoperatoria como

postoperatoria.

4. Los pacientes con fibrilacién auricular preoperatoria presentaron Corrientes
de entrada de calcio en miocito auricular de menor amplitud que aquellos con
ritmo sinusal preoperatorio (Grupos 2 y 3). La Ica. influiria en la
perpetuacion de la fibrilacion auricular, pero no en la génesis. La
disfuncion mitocondrial (medida como Contenido de ADNmt mayor a la
mediana) neutralizaria el efecto compensador sobre las Ica. de los
miocardiocitos en fibrilacion auricular como consecuencia del acimulo de

calcio intracelular.

5. No hubo diferencias significativas en la Liberacion espontanea de calcio

segun el ritmo cardiaco. Esta fue signficativamente mayor en el grupo con
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Contenido de ADN mitocondrial mayor a la mediana. La disfuncién
mitocondrial, medida como Contenido de ADNmt mayor a la mediana,
influiria en la homeostasis del calcio, aumentando la liberacion

espontanea de calcio desde el reticulo sarcoplasmatico.
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VII.L1. CONCLUSIONS:

Vil.a. Derived from Main objective:

1. In non-adjusted analysis, Haplogroup H tends to be a risk factor for new onset

of postoperative atrial fibrillation.

2. In non-adjusted analysis, presence of mitochondrial DNA relative content
higher than median in atrial myocyte is a risk factor for new onset of

postoperative atrial fibrillation.

3. Confounding factors of the effect of Haplogroup H are: female gender, age
equal to or older than 70 years, dilated left atrium and postoperative acute

renal failure.

4. In multivariate analysis, when adjusting for confounding factors
Haplogroup H presents as a protection factor, whereas mitochondrial DNA
relative Content higher than median is a risk factor for the development of

new onset of postoperative atrial fibrillation.

VILb. Derived from Secondary objective:

5. No significant differences in the quantification of Oxidative damage in atrial

myocyte were found according to pre- and postoperative heart rhythm.

6. No significant differences in the proportion of patients presenting with
common Deletion of 4977 base pairs in the mitochondrial genome in atrial

myocyte were found according to pre- and postoperative heart rhythm.

7. Cell size of atrial myocyte was significantly higher in patients with atrial

fibrillation, either preoperative or postoperative.

8. Atrial myocytes from patients with preoperative atrial fibrillation presented
with an inward calcium current amplitude lower than those with
preoperative sinusal rhythm (Groups 2 and 3). Ica. would influence on
perpetuation of atrial fibrillation, rather than its genesis. Mitochondrial
dysfunction (measured as mtDNA content higher than median) would
neutralize the compensating effect over Ica. currents of cardiomyocytes in

atrial fibrillation, as a consequence of accumulation of intracellular calcium.

9. There were no significant differences in Spontaneous calcium release
according to heart rhythm. Its frequency was significantly higher in the group
of patients with mitochondrial DNA content higher than median.

Mitochondrial dysfunction, measured as mtDNA content higher than median,

Elena Rosell6 Diez 175



VII. CONCLUSIONS Tesis Doctoral

would influence on calcium homeostasis, by increasing spontaneous
calcium release from sarcoplasmic reticulum.
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VIII.1.

VIIL.1.a.

DEFINICIONES SOBRE VARIABLES

Clinicas:

Disnea: sensacion subjetiva de falta de aire. El origen puede ser cardiolégico,

respiratorio o mixto.

Insuficiencia cardiaca: anormalidad en la estructura o en la funcién cardiaca

que condiciona un fallo o imposibilidad del corazén para llevar la cantidad

de oxigeno adecuada para los requerimientos metabolicos de los tejidos, a

pesar de presiones de llenado normales, o que s6lo es capaz de aportar el

oxigeno necesario para los tejidos a expensas de aumentar las presiones de

llenado del corazon.

Los sintomas tipicos de la insuficiencia cardiaca son: sensacién de falta
de aire, sudoracion y fatiga. Algunos signos asociados a la insuficiencia
cardiaca son: presion venosa yugular elevada, crepitantes pulmonares
(como representante de congestion pulmonar) o latido desplazado hacia el
apex (159).

La New York Heart Association (NYHA) establecié una clasificacion
funcional de la insuficiencia cardiaca en funcién de la severidad de los

sintomas y la actividad fisica (160):

Clase funcional Definicion

Clase | No limitacion de la actividad fisica. La actividad ordinaria no

ocasiona excesiva fatiga, palpitaciones o disnea

Clase II Ligera limitacion de la actividad fisica. Confortables en

reposo. La actividad ordinaria ocasiona fatiga, palpitaciones o

disnea

Clase III Moderada limitacion de la actividad fisica. Confortables en

reposo. Actividad fisica menor que la ordinaria ocasiona

fatiga, palpitaciones o disnea

Clase IV Incapacidad para llevar a cabo cualquier actividad fisica sin

disconfort. Los sintomas de insuficiencia cardiaca pueden
estar presenten incluso en reposo. Si se realiza cualquier

actividad fisica, el disconfort aumenta
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La contractilidad cardiaca se valora con la fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo, explicada en el apartado VIII.1.b. En la insuficiencia

cardiaca la fraccidn de eyeccidn suele verse afectada.

- Angina: sindrome clinico caracterizado por malestar en el pecho,
mandibulas, hombros, espalda o brazos, que aparece con el ejercicio o estrés
emocional y remite con el descanso o con la administracién de
nitroglicerina. Con menos frecuencia, el malestar puede aparecer en la zona

epigastrica.

Habitualmente este término se confina a los casos en los que el
sindrome es atribuido a isquemia miocardica. El diagnostico diferencial
debe realizarse con alteraciones en el es6fago, pulmones o en la pared
toracica. Por ello, el dolor toracico puede clasificarse de manera clinica en

tres tipos:

Tipos de dolor toracico Definicion

Angina tipica (confirmada) | Cumple 3 de las siguientes caracteristicas:

Malestar retroesternal de duracién y tipo

caracteristicos
Causado por ejercicio o estrés emocional

Cede con reposo y/o nitroglicerina

Angina atipica (probable) | Cumple 2 de las caracteristicas

Dolor toracico no cardiaco | Cumple una o ninguna de las caracteristicas citadas

Las causas de isquemia miocardica son: la aterosclerosis coronaria (la
mas comun), miocardiopatia hipertréfica o dilatada, estenosis adrtica u
otras enfermedades cardiacas raras en ausencia de enfermedad coronaria

ateromatosa obstructiva (161).

La Canadian Cardiovascular Society (CCS) establecié un sistema de
gradacion de la angina estable segin la severidad de los sintomas y la
actividad fisica (162):
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Clase funcional

Definicion

Clase |

La actividad fisica ordinaria, como caminar y subir escaleras,

no causa angina. Angina secundaria a ejercicio extenuante,

rapido o prolongado.

Clase II Ligera limitacion de la actividad normal. La angina se

presenta al andar o al subir escaleras rapidamente, subir
cuestas o con el ejercicio después de las comidas, a
temperaturas frias, con estrés emocional o sélo durante las

primeras horas después de despertarse

Clase III Marcada limitacién de la actividad fisica normal. La angina se

presenta al caminar una o 2 manzanas en llano o un tramo de

escaleras a velocidad normal y en condiciones normales

Clase IV Incapacidad para realizar cualquier actividad fisica sin

malestar. La angina puede aparecer en reposo

Sindrome de bajo gasto cardiaco (SBGC): el gasto cardiaco es (GC) el

volumen de sangre eyectado por el corazén en un minuto. Existen diferentes
férmulas para su calculo, y los valores normales oscilan entre 4,5 y 6 L/min,
seglin el tamafio de la persona. Si se divide por la superficie corporal se
obtiene el Indice cardiaco (InC), cuyo valor normal debe estar por encima de
2,2 L/min/m?2.

De esta manera el GC/IC representa la capacidad funcional del corazén.
Por ello el SBGC es un estado hemodinamico definido como la necesidad de
soporte inotropico o de balon de contrapulsacién intraadrtico para
mantener un indice cardiaco mayor a 2,2 L/min/m? Puede deberse a
fracaso ventricular izquierdo y/o derecho y asociar o no congestion
pulmonar. Puede cursar con tension arterial normal o baja. El cuadro clinico
compatible con bajo GC es: oliguria (diuresis inferiores a 0,5ml/kg/h),
saturacion venosa central menor al 60% (con saturacion arterial normal)

y/o lactato mayor a 3 mmol/], sin hipovolemia relativa (163).

Shock cardiogénico: estado mas grave del SBGC que asocia una inadecuada

perfusion tisular a pesar de volumen intravascular adecuado. Los criterios
hemodinamicos que lo definen son: hipotension arterial sostenida (presion

arterial sistolica menor a 90 mmHg durante al menos 30 minutos) e indice
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cardiaco reducido (menor a 2,2 L/min/m?) asociado a elevacion de presion
capilar pulmonar (mayor a 15 mmHg). Se presenta clinicamente con
disfuncién organica (renal, hepatica, neurolégica y/o gastrointestinal...),
habitualmente oliguria (163, 164).

Infarto de miocardio perioperatorio: el término infarto de miocardio agudo

(IAM) se utiliza cuando hay evidencia de necrosis (muerte celular)
miocardica en contexto de clinica compatible con isquemia miocardica

aguda. Se diagnostica como [AM cuando cumple las siguientes condiciones:

Elevaciéon de marcadores miocardicos (preferiblemente Troponina C,
con al menos un valor por encima del percentil 99 sobre el limite de

referencia) asociada a:
= Sintomas de isquemia (angina).

= Alteraciones en el electrocardiograma compatibles con isquemia
miocardica (supra o infradesnivelacion del segmento ST, bloqueo de

rama izquierda de nueva aparicion, establecimiento de ondas Q).

= Evidencia por imagen (ecocardiograma o resonancia cardiaca) de
pérdida de miocardio viable o apariciéon de nueva alteraciéon de la

movilidad regional del miocardio.
» Identificacion angiografica o por autopsia de trombo intracoronario.

El IAM se clasifica en 5 tipos, siendo el tipo V el IAM relacionado con
cirugia de revascularizacion miocardica y se define como la elevacion de los
valores de Troponina C 10 veces por encima del percentil 99, asociado a i)
nueva onda Q patolédgica o nuevo bloqueo de rama izquierda en el ECG, ii)
confirmacién angiografica de nueva oclusion de injerto coronario o de
arteria coronaria nativa, o iii) evidencia ecocardiografica de pérdida de
miocardio viable o aparicion de nueva alteracion segmentaria de la

contractilidad miocardica (165).

Los criterios diagndsticos del IAM tipo V son aplicables al periodo
perioperatorio de cualquier tipo de cirugia cardiaca: valvular, coronaria,

combinada, de trasplante...

Enfermedad cerebrovascular: todo trastorno en el cual un area del encéfalo

se afecta de forma transitoria o permanente por una isquemia o hemorragia,
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estando uno o mas vasos sanguineos cerebrales afectados por un proceso

patoldgico. Se puede clasificar de diferentes maneras:

Segun su naturaleza puede ser:

interior de los ventriculos cerebrales (hemorragia cerebral), o en el

espacio subaracnoideo (hemorragia subaracnoidea).

forma total (isquemia global) o parcial (isquemia focal).

Segun su duracion, la isquemia focal se diferencia en:

no presenta lesiones radiolégicas. Normalmente dura entre 2 y 15

minutos y no deja déficit residual.

se considera ictus si dura menos de 24 horas pero se objetiva dafio

cerebral en pruebas de imagen.

neuroldgico focal de mas de 24 horas o con lesion radioldgica

confirmada, cuya causa puede ser isquémica (infarto cerebral) o

hemorragica (ictus hemorragico). (166, 167)

- Fallo renal agudo: segun la escala AKIN (Acute Kidney Injury Network). (168)

Grado Criterio creatinina Criterio urinario

[ Aumento de la creatinina = 0,3 mg/dl (=26,4 | Débito  urinario <0,5
umol/l) o aumento de 1,5 a 2 veces sobre el | ml/Kg/h durante >6h.
valor basal.

11 Aumento de la creatinina >2 a 3 veces sobre | Débito urinario <0,5

el valor basal ml/Kg/h durante >12h.

I1

Creatinina > 4 mg/dl (>354 wumol/l) +
aumento agudo = 0,5 mg/dl (=44 umol/l) o

Necesidad de terapia de reemplazo renal.

Aumento de la creatinina > 3 veces sobre el | Débito urinario <0,3
valor basal o ml/Kg/h durante 24h o

Anuria durante 12h.
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VIIL.1.b.

Ecocardiograficas:

Volumen sistdlico (VS): es el volumen de sangre que eyecta el ventriculo en

cada latido. Se calcula restando el volumen al final de la didstole menos el

volumen al final de la sistole.

Volumen telediastélico (VTD): volumen al final de la diastole.

Fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo (FEVI): es una proporcion

expresada en forma de porcentaje que relaciona el volumen sistolico con el

volumen telediastdlico.

VS
VIDVI

FEVI =

siendo VS el volumen sistolico (volumen de sangre eyectado durante la
sistole) y VTDVI el volumen telediastolico del ventriculo izquierdo
(Volumen de sangre que hay en el ventriculo izquierdo a 1 final de la
diastole).

El grado de funcidn ventricular izquierda se clasifica segin la FEVI:

Funcion del Ventriculo izquierdo Definicion

Normal FEVI = 60%

Disfuncion ligera FEVI 50-59%

Disfuncién moderada FEVI 30-49%

Disfuncién severa FEVI < 30%

A efectos practicos en la mayor parte de los estudios se considera dentro

de la normalidad cuando es mayor al 50%.

Dilatacion del ventriculo izquierdo: es un mecanismo compensatorio del

ventriculo izquierdo para aumentar el volumen sistélico eyectado. Se valora
con el diametro telediastélico (DTDVI). El valor medio normal del DTDVI es
48mm (con rango 36-54mm) (169). En este estudio se consider6 dilatado

por encima de 55 mm.
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- Dilatacién de la auricula izquierda: la auricula izquierda se dilata para

compensar el exceso de volumen y de presion, que suele ser consecuencia
del retorno de sangre desde el ventriculo izquierdo a través de la valvula
mitral cuando ésta es incompetente (regurgitacion mitral). Se considera que
la auricula izquierda esta dilatada cuando su diametro es mayor a 40 mm
(170).

VIIL.2. CONCEPTOS SOBRE MATERIAL Y TECNICAS:

VIII.2.a. Reactivos y Kits:

- Primers: los primers o cebadores son pequefias piezas de ADN que se
anillan a secuencias especificas en los extremos opuestos del gen del ARN
ribosémico 16S, uno en cada hebra de ADN. Una vez que los "primers" se
anillan, la enzima ADN polimerasa “copia” y extiende el ADN desde el
extremo 5' hasta el 3' final. Los primers se seleccionan de manera que
cuando se forman las dos nuevas copias, ellos se superponen ("overlap") en

la region de interés.

VIII.2.b. Equipamiento:
- TERMOCICLADOR PARA PCR EN TIEMPO-REAL (RT-PCR): (171)

Un termociclador es un aparato utilizado para amplificar fragmentos de ADN

(o ARN), mediante polymerase chain reaction.

Existen diferentes tipos de termocicladores. El que permite la RT-PCR es
capaz de detectar la fluorescencia de una longitud de onda especifica que emite un

fluorocromo que se une a la muestra.

* Componentes:

= Bloque de resistencia eléctrica: distribuye una temperatura
homogénea a través de una placa durante tiempos que pueden ser
programables, normalmente con rangos de temperatura de 4°C a
96°C donde ocurre la desnaturalizacion, hibridacién y extensiéon de

una molécula de ADN

= Tecnologia o Efecto Peltier: creacion de una diferencia de
temperatura debido a un voltaje eléctrico. Ofrece mejor uniformidad

en la temperatura y rampas de incremento y decremento de la
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temperatura mucho mas pronunciadas, obteniendo mejores

resultados en los procesos de la PCR

* Aplicaciones:
= (Cuantificacién de la expresion genética.
= Uso diagnostico: deteccion de cancer, enfermedades infeccionsas.
= (Cuantificacion de la transcripcién genética.
= Genotipado.

» Deteccidon de organismos modificados genéticamente.

- AMPLIFICADOR EPC-10 (HEKA ELEKTRONIK) (172, 173):

Es un sistema que, combinado con el software Patchmaster y Fitmaster de
HEKA, permite la adquisicion y analisis de datos electrofisiologicos obtenidos
mediante patch-clamp: analisis de la curva corriente-voltaje, analisis de
corrientes y potenciales espontaneos y evocados, analisis simple de canales,
analisis del potencial de accidn, histograma de amplitud, ajuste de curva dosis-

respuesta y analisis de espectros de potencia.

TRIGGER INPUT / OUTPUT @ !
w T T T2 STAI paiciclamp
ik L EPC 10 USB
DN A A\ O
i
!

* Componentes del Hardware:

Consiste en un Headstage o sonda y la unidad principal de amplificacidn,
que incluye el equipo electronico de procesado de sefales, los
convertidores analdgico-digital y digital-analogico, y los conectores de

entrada y salida de las sefiales analogica y digital.
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* Ventajas:

= Permite el acceso y almacenamiento de las variables que configuran

un experimento.

= El control mediante ordenador permite al usuario automatizar los

experimentos.

VIIL.2.c. Técnicas:

- Polymerase chain reaction (PCR):

Es una técnica de biologia molecular para producir un aumento exponencial
del nimero de copias de un fragmento especifico de ADN mediante ciclado

térmico a través de dos o tres temperaturas diferentes (174, 175).

- Real Time-PCR (RT-PCR):

Es un variacion de la técnica de PCR convencional que permite cuantificar la
cantidad de un fragmento especifico de ADN presente en la muestra. Para ello se
utiliza una sonda fluorescente que se une al fragmento diana. La cuantificacion
se realiza en base al calculo del umbral de intensidad de fluorescencia
dependiendo del numero de fragmentos de ADN amplificados en cada diclo
termal durante la PCR (174, 175).

- Cycle threshold (Ct):

Es el numero de ciclos necesarios para que la sefial fluorescente supere el
umbral. Los niveles de Ct son inversamente proporcionales a la cantidad de
acido nucleico a estudiar, es decir, cuanto menor es el nivel de Ct, mayor

cantidad de ADN hay en la muestra.
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VIIL.3. FORMULARIO: “HOJA DE RECOGIDA DE DATOS":

ESTUDIO FAPC-MITOCONDRIA Y HOMEOSTASIS CALCIO

Datos paciente: FechaIQ Cédigo identificacidn:
- Nombre:
- NHC:
- Edad:
Peso/ Kg. Talla/ cm. Sup. Corporal/ m2. Ime/ Kg/m2
Raza: o Caucdsico o Africano o Oriental o Otros
ANTECEDENTES
o HTA o DM o DLP o Tabaquismo o EPOC o Arteriopatia periférica
Sintomatologfa: NYHA CF Angina CCS
Ecocardiografia: FEVI DTDVI mm Dilatacién AL (> 40mm): o Si o No mm
Ritmo previo: o RS

o FA: o Paroxistica. Ritmo al ingreso: o0 RS o FA
o Persistente
o Permanente
o Marcapasos
oBAV: o lerG 02°6 o 3erG
IRC: o Si o No Creatinina basal: umol/L  FG: ml/min Didlisis: o ST o No

TRATAMIENTO PREVIO
o AAS o Anticoagulantes o IECAS o ARATII o Estatinas

o B-bloqueantes o Digitdlicos o Antiarrftmicos o ACa

CIRUGIA PRACTICADA

o Vdlvula mitral o Vdlvula adrtica o Vdlvula triclspide o AoAsc
o Cardiopatia isquémica: N° by-passes: ....... 0 Otros ..o
Tiempo CEC min Tiempo Cl. Adrtico min

Tipo de Cardioplejia: o Miniplejia o Cristaloide: o fria o induccién caliente

Transfusiones o SI o NO

CURSO POSTOPERATORIO

COMPLICACIONES 0 SI o NO

o IAM o SBGC/Shock cardiogénico o Necesidad inotrépicos o PCR/Arritmias ventriculares o CVE
o EAP o IRA: o Necesidad HDFVVC/HD o Transfusiones

Tnos neurolégicos: o ACV o AIT

Ritmo postoperatorio:

o FAPC: o si o no
o Paroxistica: n° de episodios ......... Dosis de amiodarona ........ Necesidad CVE ..........
o Persistente
o Permanente

o BAV post-iq o MCP definitivo

Ritmoalalta: o RS o FA o Ritmo MCP o (éxi’rus)

o Necesidad ACO ........ o Hemorragia con ACOs

Fecha alta UCT: Estancia UCT: Fecha alta Sala: Postoperat total: Status al alta:

FACTORES MITOCONDRIALES:
Haplogrupo Subhabplogrupo Cont ADNmt Dafio oxidativo o Delecién 4977 pb

FACTORES CELULARES Y ELECTROFISIOLOGICOS:
Tamafio celular Corriente entrada (I¢c,) Liberacién espontdnea (Inex)
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