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ABREVIATURAS

LISTADO DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ACTP Angioplastia transluminal percutanea.

ACV Accidente cerebrovascular.

CABG Coronary artery bypass grafting.

CCS Canadian Cardiovascular Society.

CEC Circulacion extracorpérea.

CICr Aclaramiento de creatinina.

CMN Células mononucleares.

CPK Creatina-fosfocinasa.

DM Diabetes mellitus.

EAC Enfermedad de las arterias coronarias.

EDTA Acido etilendiaminotetraacético (agente quelante).
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ensayo por

inmunoabsorcién ligado a enzimas).

ERICCA Effect of Remote Ischaemic Preconditioning on Clinical

Outcomes in Patients undergoing Coronary Artery Bypass Graft

Surgery.
FA Fibrilacion auricular.
FEVI Fraccion de eyeccién ventriculo izquierdo.
FRCV Factores de riesgo cardiovascular.
HCSC Hospital Clinico San Carlos
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Off pump- coronary artery bypass grafting.
Precondicionamiento isquémico.
Precondicionamiento isquémico remoto.
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Remote Ischaemic Preconditioning for Heart Surgery.
Society of thoracic surgeons.
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RESUMEN

RESUMEN

Introduccion: El precondicionamiento isquémico remoto (PIR) consiste en la
proteccion de un érgano o tejido frente a una isquemia mantenida mediante la
realizacion de episodios isquémicos subletales en otros 6rganos o tejidos

diferentes.

Hipotesis: En la cirugia de revascularizacion miocardica sin circulacion
extracorporea el PIR se reflejara en una reduccién de los marcadores de dafio

miocardico.

Objetivos: Evaluacion del dafio miocardico después de una cirugia de
revascularizacion miocardica quirdrgica sin circulacion extracorporea en
pacientes con y sin precondicionamiento isquémico remoto comparando en el
postoperatorio los niveles de Troponina | (Tnl) asi como las proteinas y

citoquinas implicadas en los mecanismos cardioprotectores.

Material y Métodos: Se desarroll6 un ensayo clinico prospectivo en pacientes
intervenidos de revascularizacion miocardica sin circulacién extracorporea de
forma electiva. El PIR se indujo mediante isquemia controlada en las
extremidades con dos manguitos de presion arterial estandar colocados en un
brazo y un muslo del paciente simultaneamente que se inflaban de forma
intermitente hasta conseguir un total de 20 minutos de isquemia. La
determinacion de marcadores de dafio miocéardico se efectué mediante la
cuantificacion de la concentracion plasmatica de los niveles de troponinas de

sangre venosa periférica y la evaluacion de los mecanismos humorales
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RESUMEN

implicados se realizé mediante la determinacion de la proteina STAT3 con la
técnica de Western Blot y la determinacion de las citoquinas IL-6 y TNFa en

el plasma con la técnica ELISA.

Resultados: Se incluyeron en el estudio 106 pacientes intervenidos de
manera programada de revascularizacion miocardica sin circulacion
extracorpérea. El resultado de la aleatorizacion fue equitativo con 53
pacientes (50%) en el grupo control y 53 pacientes (50%) en el grupo PIR.
Tras la cirugia, los niveles de Tnl se encontraron elevados en ambos grupos,
con un pico mayor a las 12 y a las 24 horas. A pesar de que no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, la media de
los niveles Tnl a las 12 horas (Control 3,95 DE 15,1 ng/dl vs PIR 1,8 DE 1,16
ng/dl, p: 0,156) y a las 24 horas (Control 2,74 DE 8,3 ng/dl vs PIR 2,1 DE 3,59
ng/dl, p: 0,296) fueron menores en el grupo PIR. En las muestras de las 6
horas, se objetivd un aumento en la expresion de la isoforma a de STAT 3
fosforilada (p=0,029) en los pacientes controles, asi como un aumento niveles

séricos medios de la IL 6 en los pacientes PIR (Control 18,6 vs PIR 32,8).

Conclusiones: El PIR no reduce la elevacion de las enzimas miocardicas en
el postoperatorio, aunque tiene un efecto sobre la lesion miocéardica
perioperatoria expresada en eventos subclinicos al alterar la expresion y
activacion de proteinas implicadas en los mecanismos moleculares de la

cardioproteccion.
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RESUMEN

SUMMARY

Introduction: Remote ischemic preconditioning (RIP) consists in the
protection of an organ or tissue against an ischemia sustained by performing

sublethal ischemic episodes in other organs or different tissues.

Hypothesis: In off-pump coronary artery bypass grafting, the RIP will be

reflected in a reduction of myocardial damage markers.

Objectives: Evaluation of myocardial damage after surgical myocardial
revascularization surgery without extracorporeal circulation in patients with
and without remote ischemic preconditioning comparing levels of Troponin |
(Tnl) in the postoperative as well as proteins and cytokines involved in

cardioprotective mechanisms.

Material and methods: A prospective clinical trial was developed in patients
undergoing elective off-pump coronary artery bypass grafting. RIP was
induced by controlled ischemia on the extremities with two standard blood
pressure cuffs placed on one arm and one thigh simultaneously that were
intermittently inflated to achieve a total of 20 minutes of ischemia. The
determination of myocardial damage markers was performed by quantifying
the plasma concentration of troponin levels of peripheral venous blood and the
evaluation of the involved humeral mechanisms was performed by determining
the STAT3 protein with the Western Blot technique and the determination of

cytokines IL-6 and TNF « in plasma with the ELISA technique.

17



RESUMEN

Results: A total of 106 patients undergoing an elective myocardial
revascularization without extracorporeal circulation were included in the study.
The randomization result was equitable with 53 patients (50%) in the control
group and 53 patients (50%) in the PIR group. After surgery, Tnl levels were
high in both groups, with a peak grater at 12 and 24 hours. Although no
statistically significant differences were observed between both groups, the
average Tnl levels at 12 hours (Control 3.95 DE 15.1 ng / dl vs PIR 1.8 DE
1.16 ng/dl, p: 0.156) and at 24 hours (Control 2.74 DE 8.3 ng/dlvs PIR 2.1
DE 3.59 ng / dI, p: 0.296) were lower in the PIR group. In the 6-hour samples,

an increase in the expression of the phosphorylated STAT 3 « isoform (p =

0.029) was observed in the control patients, as well as an increase in serum

levels of the IL 6 in the PIR patients (Control 18.6 vs PIR 32.8).

Conclusions: RIP does not reduce the elevation of myocardial enzymes in
the postoperative period, although it has an effect on perioperative myocardial
injury expressed in subclinical events by altering the expression and activation

of proteins involved in the molecular mechanisms of cardioprotection.
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INTRODUCCION

l.  INTRODUCCION
1.1 Cardiopatiaisquémica

1.1.1 Concepto

La enfermedad de las arterias coronarias o cardiopatia isquémica tiene
como causa subyacente dominante la aterosclerosis?.

La aterosclerosis coronaria 0 arteriosclerosis es un proceso que se
desarrolla como una respuesta inflamatoria de la pared vascular a una lesién
cronica y multifactorial conduciendo a la formacion de placas ateroscleréticas
(placas fibrosas o ateromas)?.

Con menos frecuencia, existen otras causas de enfermedad coronaria
isquémica no aterosclerotica como las debidas a anomalias congénitas,
embolismos, disecciones, vasculitis o vasoespasmo 345,

Las manifestaciones clinicas de la cardiopatia isquémica son diversas,
con un espectro que abarca diversas formas de angina de pecho, el infarto de
miocardio (IM), arritmias, la muerte subita y la enfermedad coronaria cronica.
Estos sindromes son el resultado de interacciones complejas entre la
circulacion coronaria y el miocardio, generalmente con aterosclerosis

coronaria como el principal sustrato anatémico para la enfermedad®.

1.1.2 Ateroesclerosis

La fisiopatologia de la aterosclerosis interrelaciona procesos
moleculares y celulares complejos que se han tratado de explicar en varias

teorias. En la actualidad son reconocidas diferentes hipétesis. Entre las de
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mayor aceptacion se encuentran: la hipotesis de la modificacién oxidativa de
las LDL (Steinberg,1989)7, la hip6tesis de la respuesta a la retencion de las
LDL (Anichkov,1913)8, la hip6tesis de la respuesta al dafio (Ross, 1999)? y
la hipétesis autoinmune (Wick, 2001)°.

Aunque todas ellas centran su atencidon en aspectos diferentes, los
procesos descritos en cada una condicionan el origen de una respuesta
sistémica que los interrelaciona. Asi, a partir de los trabajos de Ross?, se
acepto que la aterosclerosis es secundaria a un proceso inflamatorio de baja
intensidad y de evolucién cronica, asociado a altos niveles de lipidos y de
marcadores de inflamacién inespecificos circulantes. Sin embargo el
mecanismo desencadenante del proceso inflamatorio es algo controvertido y
causa de intensa investigacioni®1.12,

Los agentes que potencialmente parecen estar relacionados
causalmente con este dafio, se denominan “factores de riesgo cardiovascular”
(FRCV). En 1948, el Servicio de Salud Publica de Estados Unidos inici6 el
estudio de Framingham??, con la finalidad de estudiar la epidemiologia y los
factores de riesgo de la enfermedad cardiovascular. Los primeros resultados
de este estudio pusieron de manifiesto que gran parte de la mortalidad
prematura debida a la enfermedad cardiovascular y a la enfermedad
cerebrovascular se producia en individuos con una propension general a la
aterosclerosis, y en el contexto de unos factores de riesgo identificados que
aparecian mucho antes que los sintomas clinicos!*. Este estudio fue el
pionero de otros muchos®16.17.18 que ayudaron a determinar los factores de
riesgo cardiovasculares, que, desde el punto de vista clasico, se pueden
dividir en:
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1. FRCV no modificables: edad, sexo y factores genéticos.

2. FRCV modificables mediante medidas higiénico-sanitarias 0
farmacoldgicas: hipercolesterolemia, diabetes mellitus, resistencia a la
insulina, tabaquismo, alcoholismo, hipertension arterial, sedentarismo,

obesidad, ansiedad y estrés.

La formacién de placas ateroscleroticas marca el desarrollo de la
enfermedad cardiovascular. Estas consisten en lesiones focales de la intima
arterial, en las cuales se produce acumulacion intracelular y extracelular de
colesterol, fibrosis e inflamacion'®. En el humano, la aterosclerosis evoluciona
en varias etapas. Desde los procesos subclinicos mas tempranos, como la
disfuncién endotelial y la formacion de estrias grasas que consisten en la
acumulacion subendotelial de macréfagos, transformados en células
espumosas Yy linfocitos T, hasta estadios mas avanzados en los que se
produce el engrosamiento de la intima, fibrosis y remodelacién del tejido asi
como acumulaciébn de restos necréticos de células T, macrofagos y
lipoproteinas aterogénicas oxidadas que pueden dar lugar a la calcificacion de
la placa aterosclerética, constituida por una cubierta de tejido fribromuscular y
un nucleo de material necrético, dando lugar finalmente a la ruptura de

estal020. 2! (Figuras 1y 2).

En definitiva, la composicion de la placa aterosclerética es variable y
compleja, y es resultado de la interaccion entre varios tipos celulares dentro
de la placa, lo que caracteriza la progresion, complicaciones y evolucién

clinica de la enfermedad cardiovascular??23,
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Placa “estabilizada”
Depdsito graso pequeiio
Céapsula fibrosa delgada
Luz preservada

Media intima

Placa rota curada
Fibrosis de la intima
Luz reducida

Adventicia

Células
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Arteria Ateroma
normal temprano

i \ \ /
i ]
5 - —
o
Placa “vulnerable” \.\/

Céapsula fibrosa
Depésito graso .
Actimulo de células inflamatorias | Capsula Trombosis de
) una placa rota . )
fibrosa Arteria coronaria

) . izquier
Arteria coronaria quierda

derecha

Infarto agudo
de miocardio

Figura 1. Evolucion de la placa aterosclerotica humana. Modificado de
Atherosclerosis, Christopher D. Owens. Rutherford's Vascular Surgery and
Endovascular Therapy. 8th Edition. Chapter 5, 66-77.4.

Figura 2. Corte transversal de una arteria coronaria. Placa ateromatosa (mitad
izquierda) y trombo no oclusivo rico en plaquetas (en rojo mitad derecha) que se
adosa a la capa fibrosa. Tincion de tricromico de Mason. Falk E, Fuster V.
Atherogenesis and its determinants. Hurst’s the Heart. 11th edition. 2004, 1123-39.
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1.1.3 Epidemiologia

Las enfermedades cardiovasculares siguen siendo la primera causa de
muerte en los paises desarrollados a pesar de que las tasas de mortalidad
hayan descendido en las Ultimas 4 décadas?#2°. En Europa provocan el 45%
de mortalidad global y entre ellas destaca la cardiopatia isquémica,
responsable del 19% de muertes en mujeres y del 20% en hombres?®.

Sin embargo, no solo la elevada mortalidad que produce la cardiopatia
isquémica es responsable del alto impacto social y sanitario que representa
esta enfermedad. Ademas, esta patologia se asocia a una pérdida importante
de la calidad de vida dado a las comorbilidades cardiovasculares y a un
elevado coste econdmico con un gasto de mas de 100 millones de euros al

afio en la Unién Europea?’.

Las proyecciones futuras prevén que la cardiopatia isquémica no solo
no desaparecera, sino que seguira siendo la primera en la lista de
enfermedades mortales en el mundo hasta, al menos, el afio 2030%.

La reduccién en la incidencia de las enfermedades cardiovasculares no
solo depende de la modificacion en las conductas de riesgo (tabaco, dieta,
sedentarismo)?®, sino también de los avances en los tratamientos, tanto a lo
que se refiere al tratamiento agudo como a la prevencion secundaria. Con
ello, se observa una desigualdad entre los diferentes paises europeos en
cuanto a las tasas de mortalidad, acorde con unas medidas preventivas y un

manejo terapéutico diferentes?®.

En el dltimo informe del Instituto Nacional de Estadistica el grupo de

enfermedades del sistema circulatorio se mantuvo como la primera causa de
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muerte en 2017 en Espafia con un 28,8 % de defunciones y un aumento del
2,2% respecto de 2016. Dentro de las enfermedades circulatorias, la
cardiopatia isquémica volvi6 a ocupar el primer lugar en numero de
defunciones con un incremento del 0,8% respecto al afio anterior y fue la
primera causa de muerte en los hombres, causando un 0,3% mas de muertes
que en 2016%. Tendremos que esperar a futuros informes para valorar si se

trata de un incremento puntual o de una tendencia.

En definitiva, nos encontramos ante una enfermedad de gran
prevalencia e incidencia, con una alta morbimortalidad entre los pacientes que

la sufren y un enorme impacto social y econémico.

1.2 Revascularizacion miocardica

1.2.1 Concepto
La revascularizacién miocardica consiste en reperfundir el miocardio
con el objetivo de mejorar las consecuencias fisiolégicas de la cardiopatia
isquémica (ej., angina, insuficiencia cardiaca) y prevenir los eventos
catastroficos que pueden derivarse de la evolucién de la enfermedad (ej.
infarto de miocardio, muerte subita). Existen dos estrategias de

revascularizacion: quirdrgica y percutanea.

La revascularizacion miocéardica quirargica utiliza injertos de vasos a
modo de “puentes” o derivaciones, que proporcionan fuentes adicionales de
flujo sanguineo al miocardio mas alla de la lesion culpable, y ofrecen
proteccion frente a la enfermedad obstructiva proximal. La revascularizacion
percutanea o angioplastia transluminal percutanea (ACTP) se lleva a cabo
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mediante la insercion de un catéter en la arteria coronaria e inflado de un
balén, asociada o no, a la implantacién de stents coronarios, cuyo objetivo es
restaurar el flujo sanguineo normal de la circulacion coronaria nativa mediante
el tratamiento local de las lesiones obstructivas, sin ofrecer proteccion contra

la nueva enfermedad proximal3.

La primera cirugia de revascularizacion miocardica se llevé a cabo en
1964%. Mas de una década después se realizé la primera intervencion
coronaria percutanea®3. Desde entonces, los avances en ambas técnicas, y el
desarrollo de mdltiples estudios y ensayos clinicos (Figura 3) han
determinado las recomendaciones actuales en el tratamiento de la cardiopatia
isquémica en las ultimas guias europeas de revascularizacion miocardica

publicadas en el 201834

1964

1994 2001
GaBl

1993 1995 2000 2001

1994 1996 2001
. BAR

STENTS

CORONARY

1964 \e77  CORONaRY
IRST CAl

FIRST CABG
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2014 mmmnslp

BN Balloon angioplasty vs. CABG I BMS vs. CABG

BMS = bare-metal stent; CABG = coronary artery bypass grafting; DES = drug-eluting stent.

Figura 3. Estudios sobre la revascularizacion miocérdica en las ultimas décadas.
S. Windecker et al., “2014 ESC/EACTS Guidelines on myocardial revascularization: The

Task Force on Myocardial Revascularization of the European Society of Cardiology

(ESC) and the European Association for Cardio-Thoracic Surgery (EACTS). Developed

with the special contribution of the European Association of Percutaneous Cardiovascular
Interventions (EAPCI),” Eur. Heart J 2014; 35 (37) 2541-26109.
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1.2.2 Indicaciones y recomendaciones

Al contrario que la revascularizacion percutanea, la revascularizacion
quirdrgica ha demostrado claros beneficios en la reduccion de la
morbimortalidad frente al compararse con el tratamiento médico en la

enfermedad coronaria estable 3536.37.38,39.40,41,42,43,44,45

Las indicaciones de la revascularizacion miocérdica en pacientes con
angina estable o isquemia silente son las siguientes siguiendo las guias

europeas de revascularizacién miocardica* recogidas en la Tabla 1:

Extension de la enfermedad coronaria Clase? | Nivel P

Para Enfermedad TCI > 50%®°. I A

prondstico Enfermedad proximal DA >50%:°. I A
Enfermedad coronaria de 2 o 3 vasos > | | A

50% con disfuncion ventricular (FEVI <
35%) ©.

Gran area de isquemia detectada mediante | | B
pruebas funcionales (> 10% del ventriculo

izquierdo) o FFR invasiva anormalc.

Enfermedad coronaria Gnica > 50%°. I C
Para Estenosis coronaria hemodinamicamente | | A
sintomas significativa® en presencia de angina

limitante con respuesta insuficiente al

tratamiento médico optimizado®.

Tabla 1. Indicaciones de la revascularizacién miocardica en pacientes con
angina estable o isquemia silente. 2018 ESC/EACTS Guidelines on myocardial
revascularization.?Clase de recomendacion. P°Nivel de evidencia. C‘Isquemia
documentada o lesion hemodindmicamente relevante definida por un FFR <0,8 o un
iwFR < 0,89 o una estenosis > 90% en un vaso coronario mayor. ‘Basado en un FFR
<0,75 indicando una lesion de importancia pronostica. *Considerando los deseos del
paciente con relacion a la intensidad de la terapia antianginosa. DA: arteria
descendente anterior. FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo. FFR: flujo de

reserva funcional. iwFR relacién instantdnea sin ondas. TCI: tronco coronario izquierdo.
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Las recomendaciones de las estrategias de eleccion en estos casos
van a depender del riesgo quirargico determinado por las puntuaciones de
riesgo STS (Anexo 1) y EuroSCORE Il (Anexo 2) asi como de la complejidad
de la anatomia coronaria determinada por la puntaciéon de SYNTAX3* (Anexo

3) tal y como se muestra en la Tabla 2:

Recomendaciones de acuerdo con la CABG PCI

extension de la enfermedad coronaria. Clase 2 | Nivel® | Clase 2 | Nivel ®

Enfermedad coronaria de 1 vaso

Sin lesion proximal de la DA b C I C

Con lesién proximal de la DA I A I A

Enfermedad coronaria de 2 vasos

Sin lesion proximal de la DA b C I C

Con lesién proximal de la DA I B I C

Enfermedad coronaria de TCI

Puntuacién SYNTAX baja (0-22) I A I A
Puntuacion SYNTAX intermedia (23-32) I A lla
Puntuacion SYNTAX alta (>33)° I A [l B
Enfermedad coronaria de 3 vasos sin diabetes mellitus

Puntuacién SYNTAX baja (0-22) I A I A
Puntuacion SYNTAX intermedia o alta (>22)° | | A [l A
Enfermedad coronaria de 3 vasos con diabetes mellitus

Puntuacién SYNTAX baja (0-22) I A lIb A
Puntuacion SYNTAX intermedia o alta (>22)° | | A [l A

Tabla 2. Recomendacion para el tipo de revascularizacion en pacientes con
enfermedad arterial coronaria estable con anatomia coronaria adecuada para
ambos procedimientos y bajo pronéstico quirdrgico mortalidad. 2018
ESC/EACTS Guidelines on myocardial revascularization. 2Clase de recomendacion.
®Nivel de evidencia. ¢ La revascularizaciéon percutanea deberia ser considerada en un
Heart Team si el riesgo quirargico es alto o si el paciente rechaza la cirugia. CABG:
coronary artery bypass grafting. PCIl: percutaneous coronary intervention. DA: arteria

descendente anterior. TCI: tronco coronario izquierdo.
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1.2.3 Técnica quirurgica

Como queda reflejado en las tablas, la revascularizacién coronaria
quirargica es el tratamiento de referencia en pacientes con enfermedad
coronaria estable de 3 vasos y enfermedad coronaria de tronco frente al
tratamiento percutaneo®*. La mayoria de los procedimientos quirdrgicos se

realizan bajo circulacion extracorpérea (CEC).

La revascularizacion miocéardica sin circulacion extracorpérea (OP-
CABG de “off-pump coronary artery bypass grafting”), es técnicamente mas
demandante. Surgi6 en los afios 80% con la idea de disminuir la
morbimortalidad de los procedimientos con CEC. Hoy en dia, los beneficios
de la cirugia sin bomba estan en entredicho debido a que, en numerosos
trabajos que han comparado ambas técnicas, no se han hallado diferencias
en los resultados a corto-medio plazo*’8. Algunos autores han publicado
peores resultados a largo plazo tras una cirugia sin CEC*° debido a una menor
permeabilidad de los injertos y la menor prevalencia de revascularizaciones
completas con respecto a la cirugia con CEC. Este hecho ha provocado el
abandono de la técnica de cirugia sin bomba por algunos centros. En Estados
Unidos, por ejemplo, el porcentaje de revascularizaciones sin CEC ha caido
del 23% en 2002%° al 13,1% en 2016°* sin embargo, en Espafia, el porcentaje

de cirugia coronaria sin bomba se ha mantenido estable en torno a un 28%°%2.

La protecciéon miocéardica ha sido una de las principales preocupaciones
en el desarrollo de la cirugia coronaria con CEC. A pesar de la hipotermia
sistémica y local, asi como de las soluciones de cardioplejia®® que mantienen

el corazén parado, minimizando el consumo de oxigeno, no se puede evitar
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que se produzca cierto grado de dafio miocardico como consecuencia de la
isquemia por el pinzamiento adrtico, mas o menos prolongado, y de la

posterior reperfusion.

La OP-CABG evita la isquemia y reperfusion miocérdica global, a
cambio de varios periodos de isquemia miocéardica regional, similar a los
procedimientos de revascularizacién percutanea. Con ello, se espera una
menor intensidad del dafio al miocardio®®. No obstante, es posible que se
produzca dafio miocardico durante los periodos de isquemia necesarios para
realizar las anastomosis 0 como consecuencia de la reperfusién que acontece

tras finalizar la revascularizacion.

En el Hospital Clinico San Carlos, donde se llevd a cabo esta
investigacion, la cirugia coronaria sin bomba se estableci6 como técnica de
eleccion desde 2005, y todas las revascularizaciones quirdrgicas, salvo
excepciones puntuales, se llevaron a cabo bajo esta técnica. La decision fue
tomada para evitar los potenciales efectos deletéreos de la circulacion

extracorpérea y al ser una técnica mas costo-efectiva?’.55:56.57,

1.3 Precondicionamiento isquémico

1.3.1 Concepto
La isquemia es una enfermedad vascular que se caracteriza por una
descompensacion entre el suministro de oxigeno y nutrientes al miocardio,
aportados por el torrente sanguineo coronario, y las demandas de este, lo que
dificulta el metabolismo celular normal. El restablecimiento de la circulaciéon

es necesario para revertir la isquemia y proteger los tejidos de la muerte
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celular después de una ausencia transitoria de oxigeno y nutrientes en la
sangre. La aparicion prolongada de isquemia Yy, posteriormente, la
reperfusion, dan como resultado una lesion inducida por perfusion isquémica
como resultado de la liberacion de radicales libres de oxigeno, citoquinas y

aumento de la expresién de moléculas de adhesion®e.

El término “dafio letal por reperfusidn” hace referencia explicita a la
muerte celular que se produce en el momento de la reperfusion, tras una
isquemia transitoria, y que se puede prevenir mediante intervenciones

aplicadas en el momento de la restauracion del flujo (Figura 4)°.

Reperfusién

Sin reperfusion

2 Reperfusion
g Daiio por
S Reperfusion
3 Reperfusién con
% cardioproteccién
=
=

Intervencion

Tiempo

Figura 4. llustracién del concepto de dafio por reperfusion. La muerte celular
aumenta de forma proporcional a la duracion de la isquemia miocérdica. La reperfusion
detiene este proceso, pero se asocia a su vez a un dafo adicional producido en los
primeros minutos de esta. Tratamientos aplicados en el inicio de la restauracién del flujo,
pueden hacer disminuir esta muerte. Imagen modificada de Garcia-Dorado, D. and
Piper,H.M. (2006) Postconditioning: reperfusion of "reperfusion injury" after hibernation.
Cardiovasc Res 69: 1-3.
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El dafio por reperfusion esta caracterizado por una serie de cambios
fisiopatoldégicos en el cardiomiocito, que dan lugar a los procesos bioldgicos
causantes de la necrosis. Hoy en dia, las vias moleculares y procesos
celulares por los que se rige esta muerte necrética no estan del todo

esclarecidos.

La lesion intraoperatoria inducida por isquemia-reperfusion es una de
las causas fundamentales en la perpetuacién de la disfuncion transitoria y
tardia del 6rgano®. Por lo tanto, con el fin de proporcionar proteccion a los
organos contra la lesion por reperfusion de isquemia, surgioé un nuevo enfoque

terapéutico: el precondicionamiento isquémico.

El precondicionamiento isquémico (PI) como proteccién miocardica fue
descrito en 1986 por Murry, Jenning y Reimer®t, Con su trabajo en modelos
animales demostraron cémo breves periodos de isquemia locales sobre el
miocardio realizados previamente a la isquemia sostenida reducian la
extension del infarto hasta en un 70-80% y disminuian la incidencia de
arritmias. Los fundamentos principales del precondicionamiento eran el
enlentecimiento del consumo de ATP y la disminucion de los catabolitos
acumulados por las reperfusiones intermitentes (concepto denominado:

resistencia miocardica).

Se ha postulado que la proteccion que confiere el Pl se produce en dos
fases. Por un lado, el precondicionamiento isquémico precoz o clasico que es
un periodo agudo que aparece a los pocos minutos tras el estimulo isquémico

inicial y permanece unas 2-3 horas. Por otro lado, el precondicionamiento
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tardio, mas prolongado y que aparece entre las 12-24 horas persistiendo

hasta 2-4 dias®?2.

El precondicionamiento isquémico local consiste fundamentalmente en
la oclusion de una arteria coronaria, generalmente secundaria, durante un
corto periodo de tiempo®. Dada a su agresividad, son técnicas utilizadas
Gnicamente en modelos animales. Numerosos ensayos clinicos han
pretendido demostrar el efecto potencial del Pl local coronario de reducir la
lesion miocéardica utilizando como marcadores los niveles de enzimas
cardiacas postoperatorias (troponinas, CPK-MB) y la evolucién clinica
postoperatoria®®. Sin embargo, este tratamiento invasivo que se aplica
directamente al miocardio para lograr la cardioproteccion, y que puede ser
impracticable y dafiino, encontré una alternativa mas apropiada al aplicar el
estimulo cardioprotector a un érgano o tejido alejado del corazén, surgiendo

el concepto del precondicionamiento isquémico remoto (PIR).

El PIR consiste en la proteccién de un érgano o tejido frente a una
isquemia mantenida mediante la realizacion de episodios isquémicos
subletales en otros 6rganos o tejidos diferentes. Esta idea fue concebida por
primera vez por Przyklenk et al en 1993%, Hasta hace unos afios, no se habia
tenido en cuenta su potencial terapéutico, pero esta técnica supone una
intervencidn no invasiva y de bajo coste que potencialmente puede reducir la
extensiéon de la lesion miocardica perioperatoria, medida en términos de

elevacion enzimatica, en pacientes sometidos a cirugia cardiaca®®.
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El precondicionamiento isquémico remoto es generado por oclusiones
temporales de grandes arterias de los miembros, que generalmente duran 5
minutos, seguidas de reperfusion. Una comparacion de varios numeros de
ciclos de isquemia-reperfusion muestra que la proteccion es mejor con ciclos
de hasta cuatro repeticiones. Con ciclos de seis 0 mas, la proteccion se reduce
y finalmente se pierde. Si bien un ciclo puede ser suficiente para
desencadenar la liberacion de sustancias protectoras, es posible que muchos
mas ciclos no puedan mejorar la liberaciéon de desencadenantes. Un alto
namero de periodos isquémicos cortos puede comenzar a causar dafio
isquémico acumulativo, disminuyendo asi la eficacia del
precondicionamiento®?,

El concepto de precondicionamiento isquémico remoto no solo se
aplica a la proteccién del miocardio, sino que se extiende mas alla para
proporcionar una forma de proteccion interorganica contra la lesion por

isquemia-reperfusion®® (Figura 5).
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Estomago Intestino delgado

Figura 5. Proteccién entre 6rganos contralalesion por isquemia-reperfusion. Esta
figura describe la evolucion del precondicionamiento isquémico remoto a partir de un
concepto que inicialmente se usd para denotar una reduccién intramiocéardica en el
tamafio del infarto. Tras este descubrimiento inicial, se observé que la isquemia breve y
la reperfusion de 6rganos distantes o alejados del corazén tenian la capacidad de
mediar una reduccién posterior del tamafio del infarto de miocardio (flechas negras
discontinuas). El concepto ahora se ha expandido entre los 6rganos y tejidos no
cardiacos, de modo que representa una forma general de proteccién entre érganos
contra la lesion por isquemia-reperfusion (las flechas negras continuas representan el
organo de precondicionamiento remoto que apunta al 6rgano o tejido protegido) y que
emana del 6rgano o tejido de preacondicionamiento. Cardiovascular Research (2008)
79, 377-386.
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1.3.2 Aspectos moleculares

Hoy en dia existen numerosos estudios que han analizado el papel de
mas de 100 moléculas de sefalizacion diferentes y mecanismos de
acondicionamiento en una amplia gama de preparaciones experimentales,
desde estructuras subcelulares aisladas como las mitocondrias hasta en
corazones aislados. Se han utilizado diferentes especies y diferentes técnicas
experimentales con el objetivo Ultimo de conseguir entender el mecanismo
que lleva a la cardioproteccién o reduccién del tamafio del infarto en el PIR®”.

Se han propuesto, como minimo, dos teorias distintas, que no son
mutuamente excluyentes, para explicar la generacion de la sefal
cardioprotectora del PIR y su transporte desde el tejido remoto hasta el
corazén. Por un lado la liberacién de factores humorales por parte del tejido
condicionado que son liberados al torrente sanguineo, y por otro, la activacién
de fibras nerviosas sensoriales en el érgano periférico, que activan la
inervacion autonémica cardiaca a través del sistema nervioso central®’.

Entendiendo las vias de sefializacion y las moléculas intervinientes se
podria explicar y atenuar la interferencia de factores de riesgo, comorbilidades
y medicacion.

Los mecanismos implicados en la cardioproteccién inducida por el PIR
son bastante complejos e interconectados, por lo que es dificil sefialar un
desencadenante particular para iniciar la cascada de sefalizacion. Los ciclos
de isquemia/reperfusién que tienen lugar en el precondicionamiento actlan
como estimulo para activar una cascada de mediadores para transmitir la
sefal cardioprotectora a través de moléculas desencadenantes extracelulares
que se originan a partir de diversos tipos de células, incluidos los
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cardiomiocitos, endotelio, neuronas, células inflamatorias, etc., y activan una
cascada de mediadores citosélicos de pequefias moléculas y enzimas que, a
su vez, finalmente convergen en estructuras subcelulares como mitocondrias
o citoesqueleto®’. El efecto final a nivel de los cardiomiocitos es inducir una
respuesta de proteinas quinasas protectoras y la modificacién de la apertura
de poros de transicion de permeabilidad (Figura 6).

Esta bien establecido que el condicionamiento isquémico protege al
corazén de la lesion aguda por isquemia/reperfusion a través de la activacion
de las vias de transduccion de sefiales reclutadas al inicio de la reperfusion®®,
Estas cascadas de sefializacidon median la sefal cardioprotectora provocada
por el condicionamiento isquémico desde el sarcolema a las mitocondrias e

incluyen dos vias principales (Figura 7):

- La via que actia con la fosforilacion y activacion de las proteinas
quinasas que se conoce como via RISK (Reperfusion Injury Salvage
Kinase)®. Un gran nimero de estudios experimentales han vinculado
la activacién de la via de RISK a la cardioproteccion inducida por una
diversa variedad de agentes farmacoldgicos que incluyen factores de
crecimiento, citoquinas y otros agentes como la metformina y las
estatinas®.

- La via que activa la transcripcion de ciertos genes inducibles por
citoquinas conocida como via SAFE (Salvage Activating Factor
Enhancement)’®. Varios estudios experimentales han demostrado que
existen agentes miméticos de acondicionamiento farmacolégico que

limitan la lesidon por reperfusibn miocéardica lo hacen a través de la
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activacion de la via SAFE, incluidas las lipoproteinas de alta densidad

(HDL)’? o la melatonina’?.

Adenosina Acido epoxieicosatrienoico
Bradiquinina Prostaglandinas

Catecolaminas Esfingosina

Opioides

Urocortina IGF-1

FGF-2

Aldosa reductasa
COX

Hemo oxigenasa
iNOS

MnSOD

Figura 6. Esquema de las vias de sefializacion cardioprotectoras. Este esquema no
implica la dimension del tiempo. La ruta NO / PKG se muestra en verde, la ruta RISK en
amarillo y la ruta SAFE en rojo. Akt, proteina quinasa B; AMPK, cinasa activada con
monofosfato de adenosina ciclica; BNP, péptido natriurético cerebral; AMPc, monofosfato de
adenosina ciclico; cGMP, monofosfato de guanosina ciclico; COX, ciclooxigenasa; Cx 43,
conexina 43; DAG, diacilglicerol; EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico; ERK,
quinasa regulada extracelular; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos; proteina G
estimuladora/inhibitoria; GPCR, receptor acoplado a proteina G; gpl30, glicoproteina 130;
GSK3p, glucdégeno sintasa quinasa 3; H2Ssulfuro de hidrogeno H11K, H11 quinasa; HIF1 q,
hipoxia inducible 1a; IGF, factor de crecimiento similar a la insulina; INOS, NO sintasa inducible;
IP3 inositoltrisfosfato; JAK, Janus cinasa; Karte, canal de potasio dependiente de ATP; Na+/H+,
intercambiador de sodio / protones; NPR, receptor del péptido natriurético; pGC, guanilato ciclasa
particulada; p38, proteina quinasa p38 activada por mitégeno; NO, 6xido nitrico; eNOS, endotelio
oxido nitrico sintasa; PI3K, fosfatidilinositol (4,5) -bisfosfato 3-quinasa; PKC, proteina quinasa C;
PKG, proteina quinasa G; PLC, fosfolipasa C; PTEN, fosfatasa y tensina homologa; PTK,
proteina tirosina quinasa; ROS, especies reactivas del oxigeno; sGC, guanilato ciclasa soluble;
RS, reticulo sarcoplasmatico; STAT, transductor de sefal y activador de transcripcion; y TNFa,

factor de necrosis tumoral a. Circulation Research 2015;116:674-699.
38
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ISQUEMIA REPERFUSION

Tiempo

Via RISK Via SAFE
Akt, ERK STAT-3

1 1

Proteccion contra lesiones por reperfusion

Figura 7. Principales vias de sefalizacion activadas en situacién de
isquemia/reperfusion. La ruta SAFE implica la activacién de STAT-3, mientras
gue la ruta RISK activa Akt y ERK. SAFE: Survivor Activating Factor Enhancement.
RISK: Reperfusion Injury Salvage Kinases. STAT-3: Transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3. ERK: quinasa regulada extracelular. Journal of Molecular and Cellular
Cardiology 46 (2009) 607—-609.

Ambas vias de sefalizaciébn convergen en las mitocondrias, donde
parecen mediar en su efecto cardioprotector al inhibir la permeabilidad de la
apertura de poros de transicion’3,

Como hemos visto, es dificil establecer un desencadenante particular
para iniciar la cascada de sefalizacion. Los mecanismos potencialmente
implicados incluyen los siguientes’:

1. Factor inducible de la hipoxia-1a: El factor inducible de hipoxia (HIF) es

un factor de transcripcion que responde a los cambios de oxigeno en el
entorno y desempefia un papel clave en la adaptacion a condiciones
como la isquemia. El PIR causa la dimerizacién en subunidades HIF

la-HIF-1B, que luego se trasladan al nucleo donde el dimero actlua
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como un activador de transcripcion de NF-kB, que proporciona
proteccion cardiaca mediante el aumento de los niveles de IL-10 y la
sefializacion de Akt/ eNOS'>.

. Canales de potasio sensibles a ATP (canales Katp): El estimulo del PIR

inicia la sefalizacion de eNOS y el NO liberado hace que la apertura de
los canales de Karp mitocondriales desencadene la sefializacion redox
y provoque la disipacion del potencial de la membrana mitocondrial, que
a su vez disminuye la fuerza motriz para la entrada de calcio a través
del canal mitocondrial del calcio. Ademas, el PIR inhibe directamente el
canal mitocondrial del calcio que limita la sobrecarga de calcio
mitocondrial en los miocitos y proporciona proteccién al miocardio’®.

Metaloproteinasas de la matriz: Las metaloproteinasas de matriz (MMP)

son endopeptidasas dependientes de Zn?* que degradan varias
proteinas de la matriz extracelular para modular procesos fisiolégicos y
patologicos, incluidos la morfogénesis, angiogénesis, reparacion
tisular, artritis y metastasis’’. Se clasifican en 5 clases principales de
las cuales, MMP-2 (gelatinasa A) y MMP-9 (gelatinasa B) juegan un
papel imperativo en numerosos trastornos cardiovasculares. La
cardioproteccién inducida por PIR se asocia con la disminucién en los
niveles de MMP-2 y MMP-9 en tejido cardiaco’”.

. B-N-acetilglucosamina ligada a O (O-GIcNAc): La sefalizacion O-

GIcNAc durante el PIR puede ejercer una accion cardioprotectora al
reducir la formacion de poros transicionales de permeabilidad
mitocondrial, disminuir la sobrecarga de calcio intracelular, atenuar la

activacion de la proteina homodloga C/EBP (CHOP), aumentar la

40



INTRODUCCION

expresion de HSP40 y HSP70, atenuar la sefializacion de NFkB,
disminuir la expresion de mediadores proinflamatorios, la infiltracion de
mediadores proinflamatorios, y la infiltracion de  monocitos vy
neutrofilos’™.

Transductor de sefal y activador de transcripcion (STAT): El

transductor de sefiales y el activador de la transcripcion (STAT)
controlan varios aspectos del crecimiento y la diferenciacion. Es sabido
qgue la unién de ligandos como citoquinas (TNF, IL6, etc.) provoca la
activacion de la Janus kinasa (JAK) intracelular que, en consecuencia,
fosforila un residuo de tirosina especifico en la proteina STAT, lo que
finalmente lleva a la dimerizacion. La forma dimerizada posteriormente
activa la transcripcion de ciertos genes inducibles por citoquinas’. Un
estudio previo ha demostrado que STAT, se activa con el PIR y se
convierte en la Unica firma de sefializaciéon de PIR en humanos’. Muy
recientemente, un estudio demostrd que PIR podria mejorar los niveles
de expresion fosforilada de STAT 3 en el miocardio de pacientes®.

Sistema nervioso autbnomo: El PIR causa la activacion de las vias

aferentes neurales y la sefial cardioprotectora llega al miocardio a

través de una via eferente neural (nervio vago)2:.

Expresidon génica inflamatoria: La lesién inducida por isquemia-
reperfusion se caracteriza por un aumento significativo en la respuesta
celular inflamatoria y la cardioproteccion inducida por el PIR, también
se harelacionado con la modulacion de esta respuesta inflamatoria. Ha
habido estudios clinicos limitados que correlacionan el PIR y las

respuestas inflamatorias, sin embargo los informes de estos estudios
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son contradictorios en cierta medida con respecto a los cambios en la
expresion de citoquinas e infiltraciéon de neutrdéfilos, en los que unos
hablan de disminucion en el nivel de TNF-a y otros marcadores

inflamatorios en respuesta al PIR®? y en otros, de su aumento’®.

Como hemos visto, la proteccion que confiere el PIR se produce en dos
fases. La fase temprana se basa en modificaciones postraduccionales de
proteinas existentes, mientras que la forma tardia implica la sintesis de novo
de proteinas cardioprotectoras en respuesta a una enfermedad aguda®:. El
aumento de la expresion de proteinas cardioprotectoras es un sello distintivo
de la forma tardia del PIR®3,

Durante los ciclos de precondicionamiento, se generan moléculas
desencadenantes como radicales libre de oxigeno, éxido nitrico (NO) y
opioides, que inician una compleja cascada de transduccion de sefiales,
incluida la activacion de PKCg, proteinas tirosina quinasas, JAK quinasas, asi
como factores de transcripcion, como el factor nuclearkB, STAT, etc. para
finalmente inducir la transcripcion de genes y el aumento de la expresion de
proteinas cardioprotectoras. Las principales proteinas que median la
proteccién contra el infarto y al contrario que con la forma aguda del PIR,
actian también contra el aturdimiento de las 24 a 48 horas, incluyen la NOS
inducible, la COX2, el superdxido dismutasa, la aldosa reductasa y la
hemooxigenasa®’.

Hay varios problemas no resueltos con los fenomenos de
precondicionamiento, incluidas las diferencias entre especies, los diferentes

tipos de precondicionamiento, las relaciones de dosis-respuesta y la
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organizacion espacial y temporal de las sefiales cardioprotectoras. Un ejemplo
de ello se encuentra entre las proteinas STAT, donde la proteina STAT 3,
molécula de sefalizacion importante en roedores y cerdos, ha demostrado su
implicacibn con la reduccion del infarto en situaciones de PIR, pero
aparentemente la proteina STAT 5 fue la Unica molécula de sefalizacion
encontrada activada durante el PIR en humanos®” 7984 No obstante, un
estudio publicado en el afio 2017 sobre el efecto cardioprotector del
precondicionamiento isquémico remoto en nifios intervenidos de Tetralogia de

Fallot, detect6 por primera vez la activacion de la proteina STAT 3 en humanos

80

1.3.3 Implicaciones clinicas

La identificacién de parte de los mecanismos celulares causantes de la
muerte celular ha dado a conocer algunas de las dianas terapéuticas sobre
las que seria posible incidir. Esto permitiria, poner en marcha nuevos estudios
con finalidad cardioprotectora, primero en modelos animales y mas tarde, a
través de ensayos clinicos, en pacientes. El PIR es una intervencién inocua y
facilmente aplicable que cumpliria con dicha finalidad cardioprotectora.

La aplicacion clinica del PIR requiere una intervencion que se pueda
instituir antes del evento isquémico miocardico, lo que restringe su
implementacion en entornos clinicos en los que el evento isquémico no puede
ser anticipado. De ahi el interés en el contexto de la cirugia donde podemos
actuar antes de que se produzca el evento.

El grado de lesion del miocardio se evalla realizando mediciones de
marcadores cardiacos que revelan el estado funcional del corazén. Los
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biomarcadores especificos y sensibles ampliamente utilizados para evaluar la
funcién cardiaca incluyen los niveles de troponina cardiaca troponina | (cTnl)
y T (cTnT). Las implicaciones clinicas que derivan de la lesibn miocardica
deben ser consideradas y evaluadas, tales como la apariciéon de arritmias o
afectacion de organos distales (funcion renal, etc) donde también el PIR
confiere una proteccion®®.

La insuficiencia renal aguda (IRA) es una complicaciéon comun tras la
cirugia cardiaca. La IRA se evalla analizando varios parametros, entre ellos
el aclaramiento de creatinina que se correlaciona con el filtrado glomerular o
los valores de creatinina en sangre. En la dltima década diferentes estudios
han evidenciado una disminucion del dafio renal en pacientes a los que se le
realiza a precondicionamiento remoto no solo en pacientes sometidos a
cirugia cardiaca® sino también en aquellos sometidos a trasplante renal
favoreciendo la recuperacion precoz de la funcién renal en los receptores y
disminuyendo la posibilidad de rechazo agudo®®.

La primera aplicacion exitosa de PIR en el entorno clinico fue realizada
por Cheung et al®’, quienes publicaron en 2006 que un estimulo de PIR con
cuatro ciclos de 5 minutos de isquemia en miembros inferiores fue capaz de
reducir la lesibn miocéardica, mejorar la resistencia de las vias respiratorias y
disminuir la necesidad de soporte vasoactivo en nifios sometidos a cirugia
cardiaca correctiva por cardiopatia congénita. Poco después se publico que
al usar ciclos de 3 a 5 minutos de isquemia en la extremidad superior fue
capaz de reducir la lesion miocardica (reduccion del 43% en la troponina-T
sérica liberada durante 72 h) en pacientes adultos sometidos a cirugia electiva

de revascularizacion miocardicass.
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II. JUSTIFICACION

Varios de los estudios de precondicionamiento en pacientes
intervenidos de revascularizacion miocardica bajo CEC han detectado una
reduccion significativa (de hasta el 50%), de la elevacion de enzimas
cardiacas en el postoperatorio y, por ende, de lesién miocardica®28889.90.91,92,

La evidencia de los beneficios del PIR como técnica de
cardioproteccion es controvertida. Sin embargo, ésta ha sido utilizada
escasamente en pacientes sometidos a OP-CABG, y existen muy pocos
estudios publicados al respecto. Hong et al®® llevaron a cabo un ensayo
prospectivo randomizado sobre PIR en pacientes sometidos a cirugia de
revascularizacion sin CEC. Los niveles de troponina postoperatorios fueron
menores en el grupo de PIR, pero no existieron diferencias significativas con
el grupo control. Estos resultados fueron inesperados ya que la técnica de PIR
fue similar a la utilizada en otros estudios en los que habia tenido un potente
efecto cardioprotector®®. El mismo grupo de investigadores utilizaron PIR y
postcondicionamiento antes y después de realizar las anastomosis coronarias
y publicaron un descenso significativo de las enzimas miocardicas
postoperatorias en ese grupo pero no pudieron demostrar que tuviera

trascendencia en los resultados clinicos®4.

En la mayoria de los estudios solo se utiliza el precondicionamiento en
una extremidad, mientras que si el procedimiento se aplicara de forma
simultanea en varias extremidades podriamos provocar una respuesta mayor

pudiendo obtener resultados significativos.

46



JUSTIFICACION

Los mecanismos moleculares que contribuyen al PIR son, sin duda,
complejos y quedan muchas incognitas por resolver. La hipotesis actual es
que el PIR induce una respuesta neuro-humoral que, a su vez, induce una
cascada de efectos posteriores. Sin embargo, hoy en dia faltan por dilucidar
si la evidencia de los modelos animales en cuanto a la presencia de proteinas
cardioprotectoras y vias de sefializacién son aplicables a los seres humanos®.
La elucidacion de nuevas vias de sefializacion subyacentes a la
cardioproteccion isquémica puede identificar mayor variedad de dianas

terapéuticas para la cardioproteccion farmacologica.

En resumen, el precondicionamiento isquémico remoto se considera
una técnica prometedora de cardioproteccién en cirugia cardiaca, pero hasta
ahora no se han publicado trabajos con suficiente evidencia que puedan
recomendar su uso en los pacientes sometidos a OP-CABG. Se necesitan
nuevos ensayos con un disefio estadistico adecuado, que demuestren la
validez tedrica del PIR como proteccibn miocardica en la cirugia de

revascularizacion sin CEC.
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I1l. HIPOTESIS

En la cirugia de revascularizacion miocardica sin circulacion
extracorpérea (OP-CABG), la realizacion de ciclos de isquemia remota
durante 20 minutos en miembro superior e inferior tras la induccion anestésica
(4 ciclos de 5 min de isquemia) dara lugar a un precondicionamiento
miocardico protector frente a la isquemia que se reflejara en una reduccion de
los marcadores de dafio miocardico y en la modificaciéon de los factores
humorales que intervienen en el mecanismo, sobre los cuales se podria
intervenir. Ademas, el precondicionamiento isquémico remoto (PIR)
disminuira la morbimortalidad postoperatoria en términos de infarto, fracaso

renal y arritmias.
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V. OBJETIVOS

4.1 General

Comparacion del dafio miocardico después de una cirugia de
revascularizacion miocardica quirdrgica sin circulacion extracorporea en

pacientes con y sin precondicionamiento isquémico remoto.

4.2 Especificos

4.2.1 Primario

Comparacion de los niveles de Troponina | (Tnl) 12 horas después de una

cirugia de revascularizacion miocardica sin CEC en pacientes con y sin PIR.

4.2.2 Secundarios

- Comparacion de los niveles de Tnl 6 y 24 horas después de una cirugia
de revascularizacion miocéardica sin CEC en pacientes con y sin PIR.

- Comparacion de los niveles maximos de Tnl en los tiempos basal, 6, 12 y
24 horas después de una cirugia de revascularizacion miocéardica sin CEC
en pacientes con y sin PIR.

- Comparacion de la incidencia del evento combinado muerte por todas las
causas, infarto miocardico o conversion a CEC durante la estancia
postoperatoria o en los 30 dias siguientes.

- Comparacion de la incidencia del evento combinado muerte por todas las
causas, infarto miocardico o conversibon a CEC durante los 3 meses

siguientes.
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Comparacion de la incidencia de dafio renal (disminucion de al menos, un
20% del FG) perioperatorio (ingreso postoperatorio o en los 30 primeros
dias después de la cirugia) en los pacientes con y sin PIR.

Comparacion de la incidencia de fibrilacion auricular de novo
perioperatoria en los pacientes con y sin PIR.

Analizar el posible efecto cardioprotector de la via de sefializacion
Jak/STAT3, a través de la activacion de SOD (superoxido dismutasa),
INOS y COX-2 en los tiempos basal, 6 y 24 horas después de una cirugia
de revascularizacion miocéardica sin CEC en pacientes con y sin PIR.
Comparacion de los niveles de citoquinas TNF e IL6, en los pacientes con
y sin PIR, en los tiempos basal, 6 y 24 horas después de una cirugia de

revascularizacion miocardica sin CEC en pacientes con y sin PIR.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Caracteristicas del estudio

Se disefié un estudio tipo ensayo clinico aleatorizado y ciego del
paciente y del analista. Este estudio fue aprobado por el Comité Etico de

Ensayos clinicos del Hospital Clinico San Carlos y se inici6 en Julio de 2015.

5.2 Poblacién del estudio

El estudio se realiz6 en pacientes intervenidos de forma electiva de
cirugia de revascularizacién miocardica sin circulacion extracorpérea en el
Servicio de Cirugia Cardiaca del Hospital Clinico San Carlos, que fueron
aleatorizados 1:1 a recibir o no precondicionamiento isquémico remoto. Todos
los pacientes firmaron el consentimiento informado que brindaba informacion
sobre el estudio y autorizada a recibir 0 no el precondicionamiento isquémico
remoto, la toma de muestras sanguineas y su posterior andlisis (Anexo 1V).

Para detectar diferencias de niveles de Tnl de 1,3 ng/ml, asumiendo
una desviacion estandar de los niveles de Tnl de 3 ng/ml, con una potencia el
80%, el tamafio muestral necesario era de 168 pacientes. Asumiendo una
pérdida de, aproximadamente un 10% de los pacientes, el tamafio muestral
necesario para los objetivos de este estudio era de 190 pacientes. Dado que
la aleatorizacion seguia una ratio 1:1, era necesario un total de 95 pacientes
en cada rama que se pretendia alcanzar en un periodo de 18 meses (hasta
diciembre de 2016). Sin embargo, debido al lento ritmo de reclutamiento de
los pacientes, se decidi6 interrumpir el estudio en febrero de 2018 y realizar

un analisis de los resultados con los pacientes intervenidos hasta la fecha.
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5.2.1 Criterios de inclusion

Pacientes mayores de 18 afos.

Pacientes candidatos a una cirugia de revascularizacion miocéardica
quirdrgica aislada electiva.

Pacientes en los que se planeara que dicha revascularizaciéon fuese sin

circulacion extracorporea.

5.2.2 Criterios de exclusion

Embarazo.

Deseo expreso de ser intervenido con circulacién extracorporea.
Patologia concomitante que obligase a cualquier otro procedimiento
quirdrgico distinto de una revascularizacion miocardica aislada.
Imposibilidad por motivos fisicos, mentales o sociales para cumplir con el
protocolo de seguimiento del estudio.

Cirugia emergente. Es la cirugia que se realiza en el momento de tomar la
decision quirdrgica.

Infarto miocéardico previo reciente. En el momento de la inclusion, los
niveles de Tnl debian estar dentro de los pardmetros de normalidad segun
el criterio del laboratorio del Hospital Clinico San Carlos.

Situacion hemodinamica inestable en el momento de la inclusién (soporte
vasoactivo, arritmias ventriculares o0 asistencia con balon de
contrapulsacion intraadrtico).

Hepatopatia grave.
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- Insuficiencia renal con aclaramiento de creatinina <30 ml/min.

- Antecedentes de arteriopatia periférica diagnosticada a cualquier nivel
(miembros superiores o inferiores, troncos supraadrticos, visceras
abdominales, aorta abdominal o toracica...)

- Participacion en otro ensayo clinico.

5.3 Precondicionamiento

El precondicionamiento se indujo mediante isquemia controlada en las
extremidades con dos manguitos de presion arterial estandar colocados en un
brazo y un muslo del paciente. Los manguitos se inflaban de forma simultanea
por encima de los 200 mmHg y se mantenian asi durante 5 minutos. Cuando
la presion arterial superaba los 185 mmHg se inflaba el manguito con un
incremento de 30 mmHg por encima de dicha cifra (Figura 8). Terminado este
primer periodo de isquemia se deshinchaban los manguitos iniciando el
periodo de reperfusion y se esperaban 5 minutos antes de comenzar otro ciclo
similar al anterior de 5 minutos de isquemia. De manera que el tiempo total de
isquemia (precondicionamiento isquémico remoto) era de 20 minutos ((5+5) x

2).

e Ll i :
Figura 8. Técnica del PIR en el quir6fano. Durante la induccidon anestésica, dos

manguitos de presion arterial se inflaban de forma simultanea en el brazo y en el muslo.
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5.4 Técnica quirurgica

Todos los pacientes se intervinieron bajo anestesia general, por
esternotomia media y con monitorizacién consistente en via venosa central,
arteria radial, electrocardiograma, pulsioximetria, temperatura nasofaringea y
vesical, sondaje vesical convencional y ecocardiografia transesofagica. La
anestesia consisti6 en una premedicacion con midazolam intravenoso,
induccion con etomidato, y mantenimiento con sevoflurano inhalado y
remifentanilo en infusion intravenosa continua.

En primer lugar, se exploraban los vasos coronarios epicardicos y
posteriormente, se disecaban los injertos vasculares necesarios para llevar a
cabo la revascularizacion de la forma mas completa posible. Los injertos
utilizados podian ser de arteria mamaria interna denudada (Figura 9.A), de
arteria radial o vena safena en funcion del nimero y de la calidad de los vasos
a revascularizar. Al realizarse sin circulacion extracorpérea, la administracion
de heparina sddica fue a razon de 1mg/Kg de peso. Para la manipulacion del
corazén y la exposicion de los vasos coronarios se utilizé el dispositivo
CoroNeo™ (Coro-Neo Medical Systems, Montreal, Canada) que consigue una
estabilizacion local y la inmovilizacidn del vaso diana mediante un mecanismo
de presidén. Para la cara lateral y posteroinferior, ademas se utilizaron unos
puntos a nivel del pericardio posterior para traccionar y posicionar el corazon.
Para llevar a cabo las anastomosis distales en los vasos coronarios se excluia
de la circulacion de forma temporal el segmento de la arteria coronaria donde
se iba a hacer la anastomosis mediante un punto de silicona en “U” con la
sutura de Silastic ™ (Sertilacs. Peters, Laboratoire Pharmaceutique™)

correspondiéndose al momento de la isquemia local. En primer lugar, se
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revascularizaba la cara anterior del corazon (arteria descendente anterior y
arterial diagonal), después la cara lateral (ramos marginales de la arteria
circunfleja) y finalmente, la cara posteroinferior (ramos posterolaterales y
descendente posterior). Las anastomosis coronarias se llevaron a cabo con
sutura continua de polipropileno de 7.0 con la técnica de paracaidas (Figura
9.B). Las anastomosis proximales a la aorta se realizaban una vez hechas las
anastomosis distales con sutura continua de polipropileno de 6.0 con la
técnica de paracaidas tras un pinzamiento lateral en la aorta. Una vez
completadas las anastomosis se comprobaba a la permeabilidad del injerto
mediante flujometria por tiempo de transito (Medistim VeriQ; Medistim, Oslo,
Noruega) y se revertia la heparina con protamina en una relacion 1:1. Por
altimo, se realizaba hemostasia y cierre esternal con alambres de acero

inoxidable o bridas.

A |
Figura 9. Técnica quirurgica de la revascularizacién miocéardica. A. Diseccion de

la arteria mamaria interna izquierda denudada. B. Anastomosis en paracaidas de la
arteria mamaria interna izquierda a la arteria descendente anterior con el estabilizador

coronario CoroNeo™vy los puntos de silicona en “U” con la sutura de Silastic ™.
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5.5 Analisis de laboratorio.

La determinacion de marcadores de dafio miocardico se efectu6 mediante
la cuantificacion de la concentracion plasmatica de los niveles de troponina
(Tnl) de sangre venosa periférica mediante un analisis de sangre ordinario en
el laboratorio de analisis clinicos del Hospital Universitario San Carlos. Se
realizaron cinco determinaciones: basal, a las 6, 12, 24 horas y una
determinacién antes del alta hospitalaria.

La obtencién de los componentes sanguineos para la extraccion de las
proteinas y citoquinas implicadas se realiz6 mediante el procesamiento de las
muestras de sangre venosa periférica de las determinaciones basal, a las 6
horas y a las 24 horas en el laboratorio de la Unidad de Investigacion
Cardiovascular perteneciente al Instituto Cardiovascular del Hospital Clinico
san Carlos y en el Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina

de la Universidad Complutense.

5.5.1 Preparacion de las muestras.

Para el procesamiento de las muestras se obtuvieron seis tubos de 4mi
de sangre venosa periférica por cada paciente. Fueron tres con tubos EDTA
(tapdn malva), otros dos tubos con Citrato (tap6n azul) y otro tubo seco (tapén
rojo). Este ultimo se enviaba directamente al laboratorio central para
cuantificacion de la concentracion plasmatica de los niveles de Tnl. El resto
de los tubos, debidamente identificados, se mantenian a temperatura de 4-

8°C hasta su procesamiento.
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El procesamiento de las muestras con EDTA tenia el objetivo de
separar las células mononucleares (CMN) de la sangre periférica mediante
gradiente de densidad de Ficoll. Para ello se recogian en dos tubos Falcon de
15 ml cantidades de 4 ml solucién de Ficoll en cada uno y se afadia
lentamente 4 ml de sangre prestando atencion que resbalara por la pared del
tubo para evitar la hemoalisis.

Las muestras resultantes en los dos tubos Falcon de 15 ml se
centrifugaban a 4°C a 2300 rpm durante 25 min. Tras la centrifugacion se
observaban 3 fases:

e Laprimerafase, fase superior de color amarillento correspondia con

el plasma.

e La segunda fase, fase media de color blanco correspondia con los

leucocitos.

e La tercera fase. fase inferior de color rojo correspondia con los

glébulos rojos.

Se identificaba entonces una zona grumosa en la zona intermedia del
tubo, entre la primera y segunda fase, correspondiente a las de células
mononucleares (Figura 10). Esa zona se recogia con una pipeta Pasteur y se
afladia a un tubo Falcon de 15 ml. A dicho tubo se afiadia una solucion de
lavado (PBS) y se realizaba un lavado a 1700 rpm durante 7 minutos

desechando el sobrenadante.
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12 fase (amarillo): plasma

22 fase (blanca): leucocitos

32 fase (roja): glébulos rojos

Figura 10. Tubos Falcon de 15 ml con componentes sanguineos separados por
gradiente de densidad de Ficoll tras centrifugacion. Se diferencian 3 fases: La
primera fase o superior de color amarillo correspondiente con el plasma. La segunda
fase o la del medio de color blanco correspondiente con los leucocitos. La tercera fase
o inferior de color rojo correspondiente con los globulos rojos. La zona punteada

corresponde con las células mononucleares.

El procesamiento de las muestras recogidas en tubos con citrato sédico
tenia el objetivo de obtener plasma. Para el procesamiento de las muestras
con citrato sodico, los dos tubos de 4 ml sangre se centrifugaban a 4°C a 2300
rpm durante 10 minutos en los siguientes 30 minutos de la recoleccién de la
muestra. Tras la centrifugacion, se identificaban dos fases. Una fase superior
de color amarillo correspondiente al plasma y una inferior de color rojo
correspondiente a los globulos rojos (Figura 11). El plasma se recogia con
una pipeta Pasteur y se afladia a un tubo Eppendorf, el resto de la muestra se

desechaba.
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Plasma

Glébulos rojos

Figura 11. Tubo con citrato sédico de 4 ml de sangre periférica tras centrifugacién.

Se diferencian dos fases. Una superior de color amarillo correspondiente al plasma y una

inferior de color rojo correspondiente a los glébulos rojos.

Ambas muestras, el tubo Falcon con las CMN vy los tubos Eppendorf

con el plasma, se mantuvieron congeladas a -80°C hasta su posterior analisis.

5.5.2 Cuantificacion de la concentracion plasmatica de los

niveles de Tnl.

La troponina es una proteina que colabora en el acoplamiento actina-
miosina que se produce durante la contraccion muscular. Comprende tres
subunidades: troponina T, troponina | y troponina C9%.

Las troponinas | y T presentes en el mlsculo cardiaco presentan unas
caracteristicas peculiares, y se han desarrollado técnicas de inmunoanalisis
especificas para su deteccion que no presentan reactividad cruzada alguna

con las formas de troponina T y troponina | existentes en el muasculo
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esquelético®’. Ambas presentan una sensibilidad y especificidad similares y
muy elevadas para la deteccion de lesion miocardica, aunque recientemente
se ha descrito una mayor sensibilidad para la Tnl en la lesién miocardica®. A
diferencia de la corta duracion de la elevacion de la creatina-fosfocinasa
(CPK) tras una lesion miocardica, las concentraciones de las troponinas
cardiacas permanecen elevadas durante al menos una semana después del
inicio de los sintomas®,

La troponina | cardiaca se detecta en suero o plasma de pacientes,
usando anticuerpos monoclonales especificos. Los anticuerpos discriminan la
isoforma cardiaca de la isoforma esquelética reconocen la molécula libre de
la que forman complejos®°.

El intervalo de referencia de troponina | por técnicas de
guimioluminiscencia en el Hospital Clinico San Carlos se situa entre 0,001-

0,05 ng/ml*%,

5.5.3 Cuantificacibn de las proteinas de las células

mononucleares. Western Blot.

Para la extraccion de las proteinas del citoplasma de las células
mononucleares se descongelaron los tubos Falcon de 15 ml almacenados. Se
centrifugaron a 3.000 rpm a una temperatura de 4°C durante 5 minutos. Tras
desechar el sobrenadante se afiadia 500ul de RIPA buffer + 10ul de Inhibidor
Halt de proteasas por cada tubo Falcon. Se incub6 durante 15 minutos en
hielo y después de 3 ciclos de sonicacion mas se volvia a incubar durante 15
minutos en hielo. Posteriormente se centrifugaban las muestras a 14.000 rpm

con una temperatura de 4°C durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido
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correspondia con las proteinas del citosol. Este se concentraba en Amicon
Ultra 4, se centrifugaba de nuevo a 4.000 rpm con una temperatura de 4°C y
tiempo inicial 30 minutos con frenada paulatina a los 10 minutos hasta dejarlo
en un volumen aproximadamente de 100-150 pl. Por ultimo, se llevaba a cabo
la precipitacion de proteinas con acetona (5 volimenes) y la resuspension del

pellet en 50 ul buffer de lisis (7M urea, 2M tiurea 'y 4% CHAPS).

Para cuantificar las proteinas especificas se utilizaron los lisados de las
células mononucleares, los cuales una vez descongelados, fueron

cuantificadas mediante el método de Bradford0?,

Se utilizé la misma cantidad de proteina de cada una de las muestras,
se mezclaron con tampén de carga compuesto por SDS al 10%, glicerol al
87%, 2-mercaptoetanol al 5%, azul de bromofenol al 0,002% y Tris-HCI 0,5M
con pH 6,8, y se calentaron a 95°C durante 5 minutos para desnaturalizar las
proteinas. A continuacion, se realizd la electroforesis en SDS-PAGE,
utilizando el sistema de electroforesis Mini-PROTEANII® Tetra Cell (BIO-
RAD®) aplicando un voltaje inicial de 80 V durante 5-10 min, seguido de un
voltaje constante de 25mA/gel durante 1 hora. Después del SDS-PAGE las
proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (BIO-RAD®)
mediante transferencia semiseca (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System,
BIO-RAD®) durante 40 minutos a 20 V, utilizando el siguiente tampon de
transferencia: Tris 25mM, Glicina 151,8 mM y metanol al 20% (v/v). A
continuacion, las proteinas se tifieron sumergiendo las membranas de
nitrocelulosa en una solucion de Rojo Ponceau (Sigma) al 0,2% en acido

tricloroacético 30% (p/v) y acido sulfosalicilico al 30% (p/v) durante 1 minuto,
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tras lo cual se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso de colorante
y tomamos una imagen digitalizada de cada membrana con el densitometro
(GS-800 Calibrated Densitometer, BIO-RAD®). Las proteinas fueron
bloqueadas a temperatura ambiente durante 1 hora, utilizando un tampon
PBS/Tween20 0.1% (v/v) con leche en polvo desnatada 7.5% (p/v) y a
continuacion incubamos las membranas durante toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario diluido en tampon PBS con 5% (p/v) de leche en polvo
desnatada. Los anticuerpos primarios utilizados y sus diluciones utilizadas
fueron: Stat3 diluido 1/500 y (cell Signaling Technology) y P-Stat3 a 1/250(cell

Signaling Technology).

Al finalizar la incubacion con el anticuerpo primario, se lavaron las
membranas con PBS-Tween y se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente con un anticuerpo secundario conjugado a una peroxidasa de
rabano diluido en PBS con 5% de leche desnatada en polvo. Los anticuerpos
secundarios utilizados y sus diluciones fueron: Stat3: Anti-Mouse Trueblot
(SIGMA ALDRICH) conjugado HRP diluido a 1/10.000 y P-Stat3: Anti-Rabbit

IgG (SIGMA ALDRICH) conjugado HRP diluido a 1/1000 (Tabla 3).
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Proteina Anticuerpo/kit Dilucion  Dilucion Muestra
Ac 12 Ac 2°
P-STAT 3 Anti-Rabbit IgG (SIGMA 1:250 1:1000 CMN

ALDRICH) conjugado HRP

STAT3 Anti-Mouse Trueblot (SIGMA 1:500 1:10000 CMN
ALDRICH) conjugado HRP

Tabla 3. Proteinas analizadas por Western Blot de las CMN con los anticuerpos

primarios y secundarios utilizados con sus correspondientes diluciones.

Finalmente, tras volver a lavar con PBS-Tween, se visualizaron las
bandas de proteinas utilizando el método quimioluminiscente basado en la
oxidacion del luminol por accién del peréxido de hidrogeno catalizado por la
peroxidasa de rdbano (ECL Western blotting Detection Reagents, GE
Healthcare). Mediante la realizacion de un densitometrado de las bandas
visualizadas, utilizando el programa informatico Quantity One (BIO-RAD) se
cuantificé el nivel de expresion de las proteinas. El estudio estadistico de los
datos obtenidos (unidades arbitrarias de desintometria), se realizé aplicando
la prueba de t de Student, considerandose estadisticamente significativas las

diferencias con un valor de p < 0,05.

5.5.4 Determinacion de citoquinas (IL-6 y TNFa) en el plasma

mediante técnica ELISA

Para detectar las citoquinas en el plasma se llevé a cabo la técnica
ELISA con kits que se utilizaron siguiendo las instrucciones de la casa

comercial Invitrogen.
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Se llevé a cabo la técnica ELISA tipo sandwich o ensayo de captura de
antigeno y deteccion mediante inmunocomplejos. Se recubrieron los pocillos
de las placas empleadas para realizar la técnica con un primer anticuerpo anti-
antigeno. Después de lavar el exceso de anticuerpo, se aplico el plasma en la
que se encuentra el antigeno (IL6 o TNFa), retenido en el pocillo al ser
reconocido por el primer anticuerpo. Después de un segundo lavado que
eliminé el material no retenido, se aplic6 una soluciébn con un segundo
anticuerpo anti-antigeno marcado. Asi, pues, cada molécula de antigeno
estauvo unida a un anticuerpo en la base que lo retuvo y un segundo

anticuerpo, al menos, que lo marcé. Los kits utilizados se muestran en la Tabla

4.

Citoquinas Anticuerpo/kit Ensayos Muestra

TNF-a TNF alpha ELISA Kit, Human 96 50 pl
(invitrogen). Numero de catalogo: plasma
BMS223HS (citrato)

IL-6 IL-6 Human ELISA Kit (Invitrogen) 96 50 pl
Numero de catalogo: plasma
BMS 213-2 (citrato)

Tabla 4. Citoquinas analizadas por ELISA en el plasma (citrato) con los

anticuerpos primarios y secundarios utilizados.

5.6 Variables analizadas

5.6.1 Preoperatorias

- Factores demograficos: edad (afios) y sexo.

- Factores antropométricos: talla (cm), peso (kg).
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Constantes vitales: frecuencia cardiaca (latidos por minuto), ritmo cardiaco
(ritmo sinusal, fibrilacion auricular), tension arterial (mmHg).

Factores de riesgo cardiovascular: tabaquismo, hipertension arterial,
dislipemia, diabetes mellitus, antecedentes de infarto miocardico,
accidente cerebrovascular, patologia arterial periférica o cerebrovascular,
antecedentes familiares de cardiopatia isquémica.

Intervenciones quirdrgicas previas cardiacas o no cardiacas.

Medicacion consumida habitualmente.

Otras comorbilidades que interfieren en el riesgo quirdrgico: enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC), insuficiencia renal, insuficiencia
cardiaca segun clase funcional de la asociacion cardiaca de Nueva York o
New York Heart Association (NYHA), clase de la angina segun la sociedad
cardiovascular canadiense o Canadian Cardiovascular Society (CCS),
fraccidon de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI), presion sistdlica en la
arteria pulmonar.

Riesgo quirdrgico perioperatorio en base a las escalas de riesgo
EuroSCORE | y II.

Exploraciones de laboratorio: hemograma completo, perfil de coagulacién,
funcién renal, marcadores de dafio miocardico (Tnl, CPK, CPK MB).
Exploraciones imagen: ecocardiograma transtoracico y/o transesofagico
en los tres meses previos a la intervencion con determinacion de FEVI,
analisis segmentario de la contractilidad, presion arterial pulmonar, analisis
de valvulopatias.

Informacién preoperatoria referente a los criterios de inclusion y exclusién.
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5.6.2 Quirurgicas

- Fecha, hora y duracion del procedimiento quirdrgico.

- Prioridad de la indicacion de la cirugia diferenciandose 3 opciones:

o Lista de espera: admision de rutina para la operacion.

o Preferente: pacientes que no han sido admitidos de manera
electiva para la operacion pero que requieren intervencion o cirugia
en el ingreso actual por razones médicas. Estos pacientes no
pueden ser enviados a casa sin un procedimiento definitivo.

o Urgencia: intervencion que se realiza antes del comienzo del
siguiente dia habil tras la decision de operar.

- Tiempo quirdrgico y anestésico.

- Tiempos de oclusién de las arterias coronarias.

- Tiempo de CEC e isquemia miocardica por pinzado aortico si fuese preciso
una conversion a CEC la cual se define como el inicio de CEC durante un
procedimiento que estaba planificado a realizarse sin CEC.

- Asignacion de la intervencion: PIR o Control.

- Numero de injertos realizados, revascularizacion completa o incompleta,
namero de injertos arteriales y venosos, flujo de los injertos, arteria
coronaria que recibe cada injerto, calidad y diametro de cada vaso

coronario injertado.

5.6.3 Postoperatorias

- Cualquier evento adverso en el postoperatorio y hasta el momento del alta:

- Reoperacion por sangrado.
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- Infarto agudo de miocardio (IAM) perioperatorio: cualquier elevacion
de la troponina por encima de 20 ng/ml independientemente de la
presencia de cambios electrocardiograficos o ecocardiogréficos.

- Accidente cerebrovascular (ACV): déficit neurolégico focal o
generalizado acompafado de imagen radiolégica compatible y un
incremento en al menos un punto de la escala modificada de
Rankin.

- Fibrilacion auricular (FA).

- Insuficiencia renal (IR): aclaramiento de creatinina (CICr) <60
ml/min o una disminucion del 20% de la CICr preoperatoria en caso
de estar disminuida.

- Mortalidad.

Informacién referente a todas las exploraciones complementarias
realizadas durante este tiempo (pruebas de imagen, exploraciones de
laboratorio, marcadores de dafio miocéardico, etc.).

Dias de estancia hospitalaria y en la unidad de cuidados postoperatorios.

Medicacion al alta

5.6.4 Sequimiento

Informacidn clinica referente a la clase funcional del paciente, exploracion
fisica, medicacion y exploraciones complementarias.
Eventos adversos: IAM, ACV, FA, IR, necesidad de reintervencion,

mortalidad.
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5.7 Analisis estadistico

Para el andlisis de la normalidad de las variables cuantitativas se utilizo
el test de Kolmogorov-Smirnov. Las variables continuas con distribucion
normal se expresan con su media y desviacion estandar. Las no normales
se expresan con mediana y rango intercuartil. La comparacion entre los
dos grupos de las variables cuantitativas se realiz6 mediante un test t de
Student o test de Wilcoxon para muestras independientes. Las variables
categoéricas se expresan con frecuencia absoluta y relativa (%). Las
variables categoricas se compararon mediante test de ji cuadrado. El
umbral de significacion estadistica se estim6 con una probabilidad p de
cometer un error tipo | (alpha) <0.05.

Se comparo la distribucidon de las variables basales en los dos grupos
para comprobar la eficacia de la aleatorizacidn, de suerte que el analisis
comparativo de los eventos del estudio fue ajustado por cualquier variable
con una distribucion asimétrica en los dos grupos con una p<0,1 (mediante
regresion lineal maltiple o logistica binaria en funcién de la variable efecto).
El andlisis se realiz6 por intencion de tratar, de suerte que los eventos de
seguridad fueron  asignados a la intervencibn  asignada
independientemente de si esta se pudo llevar a cabo o no. Todos los test

efectuados fueron de dos colas. El anélisis se realizé6 con STATA 13.

5.8 Aspectos éticos

Se cumplieron las normas de buena practica clinica (Orden SCO

256/2007, BOE 13-11-2007) y la legislacion vigente en el desarrollo de ensayos
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clinicos (RD 223/2004). Se respeta la Ley Organica de Proteccion de Datos
de Caracter Personal (Ley organica 3/2018, de 5 de diciembre, BOE 2018;
294: 119788-857). Este estudio se atuvo a la Declaracion de Helsinki sobre
los principios éticos para las investigaciones meédicas en seres humanos
(enmienda de la 592 Asamblea General de la Asociacion Médica Mundial en

Sedl, Corea, 2008).

Los pacientes leyeron, aceptaron y firmaron un consentimiento
informado especifico para el estudio (Anexo 4). La no aceptacion o retirada
de dicho consentimiento imposibilitd la inclusion o la continuidad del paciente

en el estudio.

El estudio se aprobé por el Comité Etico del Hospital Clinico San Carlos
(Anexo 5). Una vez dentro del estudio, cualquier paciente pudo decidir

libremente dejar de participar y retirar su consentimiento.
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VI. RESULTADOS

6.1 Descripcion de la muestra

Desde junio de 2015 hasta febrero de 2018 se incluyeron en el estudio
106 pacientes intervenidos de manera programada de revascularizacion
miocardica sin circulacion extracorpérea. Esto supone el 55,8% del tamafio
muestral calculado para obtener resultados estadisticamente significativos. El
resultado de la aleatorizacion fue equitativo con 53 pacientes (50%) en el
grupo control y 53 pacientes (50%) en el grupo PIR. Entre los pacientes
incluidos en el grupo PIR, el precondicionamiento isquémico remoto se realizd
sin incidencias excepto en dos pacientes (3,8%) en los que hubo problemas
con el hinchado del manguito. En uno de ellos, tras la realizacion del primer
ciclo de forma correcta, el manguito no volvio a llenarse de aire y en el otro
paciente, no funciono desde el principio.

La edad media de los pacientes fue de 65,3 afios (DE 9,7) y la mayoria
fueron varones (n=94; 88,7%). El EuroSCORE logistico medio fue de 3,5 (DE
5,6). Mas de una cuarta parte de los pacientes (n= 26; 24,5%) habian tenido
una revascularizacion percutanea previa. Tan solo 10 pacientes (9,4%) se
encontraban en una clase NYHA = 3 en el momento de la cirugia. En nuestra
serie encontramos a 6 pacientes (5,7%) con un leve deterioro de la funcién
renal con aclaramiento de creatinina por debajo 60 ml/min. Mas de la mitad
de los pacientes (n= 67; 63,2%) tenian una FEVI normal por encima del 60%
y ningun paciente se encontraba con la FEVI severamente deprimida por

debajo del 20%. El TCI se encontraba afectado en 39 pacientes (36,8 %) y la
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enfermedad multivaso estaba presente en 85 pacientes (80,2%). La mayoria
de los pacientes se intervinieron ya hospitalizados (n=72; 67,9%).
Otras caracteristicas basales de ambos grupos se muestran en la Tabla

5y todas ellas eran comparables.

Tabla 5. Caracteristicas basales de la muestra

Total pacientes Grupo Control Grupo PIR p

(N=106) (n=53) (n=53)
Edad media 65,3 (DE 9,7) 64,9(DE 10,2) 65,7(DE 9,2) 0,648
(afios)
Hombres 94 (88,7%) 50 (94,3%) 44 (83%) 0,07
ES medio
Logistico 3,5 (DE 5,6) 3,7 (DE 7,3) 3,3 (DE 5,6) 0,38
ES I 2,5 (DE 4,7) 2,9 (DE 6,3) 2,2 (DE 2,3) 0,253
Fumador
No 49 (46,2%) 23 (43,4%) 26 (49,1%) 0,585
Previo 45 (42,5%) 25 (47,2%) 20 (37,7%)
Actual 12 (11,3%) 5 (9,4%) 7 (13,2%)
ACTP previa 26 (24,5%) 12 (22,6%) 14 (26,4%)
DM 0,192
No 52 (49,1%) 23(43,4%) 29 (54,7)
ADO 35 (33%) 17 (32,1%) 18 (34%)
Insulina 19 (17,9%) 13 (24,5%) 6 (11,3%)
HTA 72 (67,9%) 35 (66%) 37 (69,8%) 0,677
Dislipemia 63 (59,4%) 29 (54,7%) 34 (64,1%) 0323
H2 familiar EC 0 0 0
EPOC 7 (6,6%) 5 (9,4%) 2 (3,8%) 0,312
ACVt previo 8 (7,6%) 3 (5,7%) 5 (9,4%) 0.462
FG< 60 ml/min 6 (5,7%) 2 (3,8%) 4 (7,6%) 0,401
CCs =23 33 (31,1%) 16 (30,2%) 17 (32,1%) 0,108
NYHA = 3 10 (9,4%) 3 (5,7%) 7 (13,2%) 0,140
FEVI media 57,4 (DS 9,3) 56,7 (DS 9,7) 58 (DS 9) 0,76
Rango FEVI 0,594
>60% 67 (63,2%) 31 (58,5%) 36 (67,9%)
51-60% 19 (17,9%) 11 (20,8%) 8 (15,1%)
31-50% 19 (17,9%) 10 (18,9%) 9 (17%)
21-30% 1 (0,94%) 1 (1,9%) 0
<21% 0 0 0
Afectacién  del 39 (36,8%) 20 (37,7%) 19 (35,9%) 0,581
TCI
N° de vasos 0,585
enfermos
distintos al TCI
1 vaso 7 (6,6%) 4 (7,6%) 3 (5,7%)
2 vasos 13 (12,3%) 5 (9,4%) 8 (15,1%)
3 vasos 85 (80,2%) 44 (83%) 41 (77,4%)
Prioridad 0,105
Lista de espera 23 (21,7%) 16 (30,1%) 7 (13,2%)
Hospitalizados 72 (67,9%) 32 (60,4%) 40 (75,5%)
Urgentes 11 (10,4%) 5 (9,4%) 6 (11,3%)

ACTP: angioplastia coronaria percutanea. ACVt: accidente cerebrovascular transitorio. ADO:
antidiabéticos orales. CCS: clase funcional de la angina. DM: Diabetes Mellitus. EC: enfermedad
coronaria. EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica. ES: euroSCORE. FEVI: fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo. FG: filtrado glomerular. HTA: hipertension arterial. IAM: infarto agudo

de miocardio.
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La reconversion a circulacion extracorporea (CEC) fue necesaria en 6
pacientes (5,7%) de los cuales 1 se pudo realizar sin isquemia miocardica
global y fue el Unico que pertenecia al grupo control. Los otros 5 pacientes
reconvertidos pertenecian al grupo PIR. Las causas fueron por la presencia
de vasos intramiocardicos en 2 pacientes, de los cuales, uno de ellos fue el
gue se realiz6 sin pinzamiento aodrtico. En otros 2 casos se decidio reconvertir
por la necesidad de realizar multiples injertos. En un paciente se descubri6 de
forma casual un fibroelastoma aortico en la ecocardiografia transesofagica
intraoperatoria por lo que tuvo que ser reconvertido para la intervencidn sobre
el mismo. Por dltimo, otro caso tuvo que ser reconvertido por inestabilidad

hemodindmica durante el procedimiento.

El tiempo medio de oclusion coronaria local fue de 35,4 minutos (DE
18,5) siendo equiparable en ambos grupos (Control: 34,7 minutos; DE 14,3 vs
PIR: 36,1 minutos; DE 22; p: 0,648) teniendo en cuenta que solo los pacientes
reconvertidos a CEC y que tuvieron una isquemia miocardica global fueron del

grupo PIR con tiempo medio de isquemia de 70 minutos (DE 26,3).

El nimero medio de injertos realizados fue de 2,9 (DE 0,8) siendo lo
mas frecuente realizar tres puentes (n=57, 53,8%). El injerto mas
frecuentemente utilizado fue la mamaria izquierda en el 100% de las
ocasiones y el menos utilizado fue la radial (n=7; 6,6%). La doble mamaria se
llevé a cabo en algo menos de la mitad de los pacientes (n=43; 40,6%) La

revascularizacion fue completa en 85 pacientes (80,2 %).

Entre los resultados intraoperatorios no hay diferencias significativas

entra ambos grupos y se muestran en la Tabla 6.

16



RESULTADOS

Tabla 6. Resultados intraoperatorios

Variables Total pacientes Grupo Control Grupo PIR p

intraoperatorias (N=106) (n=53) (n=53)
Reconversion CEC 6 (5,7%) 1 (1,9%) 5 (9,45%) 0,09
Tiempo de CEC (min) 83 (DE 21,2) 72 85,2 (DE

22,9)

Tiempo de isquemia 70 (DE 26,3) 0 70 (DE 26,3)
(min)
Tiempo de oclusién 35,8 (DE 18,2) 34,7 (DE 14,3) 37 (DE 21,4) 0,741

coronaria (min)
Injertos utilizados

Mamaria 106 (100%) 53 (100%) 53 (100%)
Doble mamaria 43 (40,6%) 24 (45,3%) 19 (35,9%) 0,323
Safena 78 (73,6%) 36 (67,9%) 42 (79,3%) 0,186
Radial 7 (6,6%) 3 (5,7%) 4 (7,6%) 0,696
N° medio injertos 2,9 (DS 0,8) 2,9 (DS 0,8) 2,9 (DE 0,8) 0,594
N° de injertos 0,324
1 4 (3,8%) 3 (5,7%) 1 (1,9%)

2 25 (23.6%) 10 (18,9%) 15 (28,4%)

3 57 (53,8%) 32 (60,4%) 25 (47,2%)

>3 20 (18,9%) 8 (15,1%) 12 (22,6%)

RM completa 85 (80,2%) 44 (83%) 41 (77,4%) 0,465

CEC: Circulacion extracorpérea. RM: revascularizacion completa. Min: minutos.

6.2 Resultados clinicos

6.2.1 Periodo postoperatorio

En cuanto a las complicaciones postoperatorias no se observaron
diferencias significativas entre ambos grupos como se muestra en la Tabla 7.

La fibrilacion auricular postquirdrgica se presenté en 21 pacientes
(19,8%) (Control: n=13; 24,5% vs PIR: n= 8;15,1%; p=0,223). Seis pacientes
(5,7%) desarrollaron un 1AM perioperatorio (Control: n=4; 7,6% vs PIR: n= 2;
3,8%; p = 0,401), aunque solo en un paciente (0,9%) se evidencié oclusion de
un injerto coronario que pertenecia al grupo control. La media de estancia en
UCI fue de 1,8 dias (DE 1,5) y de estancia hospitalaria fue de 6,5 dias (DE
3,2). Solo un paciente (0,9%) fallecio antes del alta hospitalaria por un
accidente cerebrovascular permanente y fue uno de los pacientes que tuvo
que ser reconvertido a CEC y realizar isquemia miocardica global por

inestabilidad hemodinamica.

17



RESULTADOS

Tabla 7. Resultados postoperatorios.

Variables Total pacientes Grupo Control Grupo PIR p
postoperatorias (N=106) (n=53) (n=53)

Estancia UCI (d) 1,8 (DE 1,5) 1,8 (DE 1) 1,9 (DE 1,8) 0,745
Mediastinitis 1 (0,9%) 1 (1,9%) 0 0,315
REDO por sangrado o 3 (2,8%) 1 (1,9%) 2 (3,8%) 0,558
TC

Ventilacién> 72h 1 (0,9%) 0 1 (1,9%) 0,578
FA PO 21 (19,8%) 13 (24,5%) 8 (15,1%) 0,223
IAM perigx 6 (5,7%) 4 (7,6%) 2 (3,8%) 0,401
Oclusién del injerto 1 (0,9%) 1 (1,9%) 0 0,315
ACV transitorio 1 (0,9%) 0 1 (1,9%) 0,315
HF/HD 1 (0,9%) 0 1 (1,9%) 0,315
Estancia hospitalaria(d) 6,5 (DE 3,2) 6,4 (DE 3,8) 6,6 (DE 2,5) 0,629
Mortalidad <30 d 1 (0,9%) 0 1 (1,9%) 0,315

ACV: accidente cerebrovascular. d: dias. FA PO: fibrilacion auricular postoperatoria. HF/HD:
hemofiltro/hemodialisis. IAM perigx: infarto agudo de miocardio perioperatorio. REDO: reintervencion.
TC: taponamiento cardiaco. UCI: unidad de cuidados intensivos.

6.2.2 Seguimiento
En el seguimiento al mes y a los tres meses de la intervencion ningan
paciente presenté un nuevo IAM. Un paciente fallecio a los 3 meses debido a

un tromboembolismo pulmonar masivo y pertenecia al grupo control.

6.3 Resultados de laboratorio

6.3.1 Determinacion del aclaramiento de creatinina para valorar
funcion renal
El andlisis de la disfuncion renal se establecid por el deterioro del
filtrado glomerular medido por el aclaramiento de creatinina (CICr) de al
menos un 20% del basal. En la muestra total de pacientes el CICr basal era
de 79,17 ml/min (DE19,4). En cada una de las muestras tomadas posterior a
la cirugia, tanto a las 6,12,24 horas, asi como al alta, no solo no se objetivd
deterioro de la funcion renal, sino que ademas en cada una de las muestras
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se objetivd una mejoria, sobre todo a las 6 horas posteriores a la cirugia con
un CICr de 91,5 ml/min (DE 21,8) tal y como se aprecia en la Tabla 8. Esta
tendencia fue similar para ambos grupos sin evidenciarse diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 8. Resultados del aclaramiento de creatinina basal y en cada una de las

muestras tomadas en el postoperatorio (6,12,24 horas y al alta).

CICr Total pacientes Grupo Control Grupo PIR p
(ml/min) (N=106) (n=53) (n=53)
Basal 79,17 (DE 19,4) 76,8 (DE 18,3) 81,7 (DE 20,3) 0,901
6 horas 91,5 (DE 21,8) 90,9 (DE 23,3) 92,2 (DE 20,2) 0,611
12 horas 86 (DE 20,1) 84,7 (DE 21,2) 87,4 (19) 0,752
24 horas 86 (DE 20,4) 82,6 (DE 19,3) 89,3 (DE 21) 0,960
Al Alta 81, 7 (DE 19) 80,4 (DE 19,7) 83,1 (DE 18,4) 0,761

CICr: Aclaramiento de creatinina.

6.3.2 Determinaciéon de marcadores de dafio miocardico:
Troponinas (Tnl).

Los biomarcadores especificos y sensibles que utilizamos para valorar
el dafio miocérdico fueron las troponinas (Tnl). Como criterio de exclusion del
ensayo clinico se establecié el infarto miocardico previo por lo que, en el
momento de la inclusion, los niveles de Tnl debian estar dentro de los
pardmetros de normalidad segun el criterio del laboratorio del hospital que

eran niveles de Tnl< 0,05 ng/dl.

El andlisis de los valores desconocidos y extremos de los niveles de
troponina pone de manifiesto un total de 31 valores perdidos que, con respecto
al total, supone un 5,9%, sobre todo a expensas de los valores de troponina

al alta con 23 valores perdidos.
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Los niveles de Tnl antes de la intervencidon se encontraban por debajo
de 0,05 ng/dl en todos los pacientes (Control 0,016 DE 0,14 ng/dl vs PIR 0,028
DE 0,11 ng/dl, p: 0,796). Tras la cirugia, los niveles de Tnl se encuentran
elevados en ambos grupos, con un pico mayor a las 12 y a las 24 horas. A
pesar de que no se observan diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos, podemos observar que la media de los niveles Tnl a las 12
horas (Control 3,95 DE 15,1 ng/dl vs PIR 1,8 DE 1,155 ng/dl, p: 0,156) y a las
24 horas (Control 2,74 DE 8,3 ng/dl vs PIR 2,1 DE 3,59 ng/dl, p: 0,296) son
menores en el grupo PIR (Tabla 9 y Figura 12). En los pacientes
reconvertidos a CEC, los niveles de Tnl durante el postoperatorio fueron
significativamente mayores excepto en las muestras recogidas a las 12 horas
como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 9y Figura 12. Resultados de las troponinas basales y en cada una de las
muestras tomadas en el postoperatorio (6,12,24 horas y al alta).

Troponina Total pacientes (N=106) Grupo Control Grupo PIR p
(ng/dl) (n=53) (n=53)
Basal 0,022 (DE 0,76) 0,016 (DE 0,14) 0,028 DE (0,11) 0,796
6 horas 0,671 (DE 0,98) 0,68 (DE 1,3) 0,662 (0,56) 0,463
12 horas 2,9 (DE 10,9) 3,95 (DE 15,1) 1, 8 (DE 1,55) 0,156
24 horas 2,4 (DE 6,4) 2,74 (DE 8,3) 2,1 (DE 3,59) 0,296
Al Alta 0,878 (DE 2) 0,883 (DE 1,8) 0,87 (DE 2) 0,489
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Tabla 10. Resultados de las troponinas basales y en cada una de las muestras
tomadas en el postoperatorio (6,12,24 horas y al alta) en los pacientes

reconvertidos a CEC.

Troponina Total pacientes (N=106) CEC No CEC p
(ng/dl) (n=6) (n=100)
Basal 0,022 (DE 0,76) 0,172 (SD 0,34) 0,001 (SD 0,01) <0,05
6 horas 0,671 (DE 0,98) 2,96 (SD 3,54) 0,56 (SD 0,47) <0,05
12 horas 2,9 (DE 10,9) 7,75 (SD 9,7) 2,65 (SD 10,89) 0,308
24 horas 2,4 (DE 6,4) 10,71(SD12,92) 1,98 (SD 5,72) <0,05
Al Alta 0,878 (DE 2) 6,87 (SD 6,57) 0,65 (SD 1,31) <0,05

6.3.3 Cuantificacién de proteinas de las células mononucleares:
STAT 3.

Para determinar si la cardioproteccion observada era debida a la activacion
de algunas cascadas citosolicas que diversos autores han relacionado con la
presencia de cardioproteccion, como las vias RISK o SAFE®®7°, analizamos
el grado de fosforilacién (o lo que es lo mismo, de activacion) y la expresion
total de una de las proteinas involucradas en la via SAFE, la proteina STAT
3, mediante la técnica de Western Blot convencional'®?. Decidimos estudiar
esta proteina, porque, a diferencia de la STAT 57°, esta proteina no se habia
documentado previamente en humanos, sin embargo recientemente se ha
publicado un estudio donde se evidencia por primera vez la presencia de la
fosforilacién de la STAT 3 en biopsias miocardicas del tracto de salida de
ventriculo derecho en nifios intervenidos de Tetralogia de Fallot a los que se
realiz6 PIR®0.

Se analizaron muestras de 8 pacientes. Cuatro de ellos pertenecian al
grupo control identificados con la numeracion 60,99,101 y 104; y los otros
cuatro pertenecian al grupo de pacientes a los que se les realizd el

precondicionamiento isquémico remoto (PIR) identificados con la numeracién
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94,96,102 y 105. En ambos grupos se obtuvieron los tiempos basales (TB) y

a las 6 horas (T6H).

La cuantificacion de proteinas se llevo a cabo segun el método Bradford
y los valores de la concentracion de proteinas en cada una de las muestras

se encuentran reflejadas en la Tabla 11.

Tabla 11. Cuantificacién de proteinas segun método Bradford

Muestra Media pg/pl Media pg/ul
31 6.8
PIR- CABG 94-TB 5,5 PIR- CABG 94-T6H 4,0
PIR- CABG 96-TB 2,0 PIR- CABG 96-T6H 1,7
1,6 3,0
2,0 7,0
PIR- CABG 102-TB 3,5 PIR- CABG 102-T6H 7,4
4,0 8,0
PIR- CABG 105-TB 6,5 PIR- CABG 105-T6H 5,4

TB: tiempo basal, T6H: tiempo a las 6 horas.
El color verde corresponde a las muestras de los pacientes del grupo control y el color rojo corresponde
a las muestras de los pacientes del grupo PIR.

A continuacion, se muestra la visualizacién de las bandas de proteinas
STAT 3y STAT 3 fosforilada mediante quimioluminiscencia en las muestras

tomadas en los diferentes tiempos.

Los niveles basales de expresiéon de las isoformas alfa (a) (p=0,42) y
beta (B) (p=0,346) de STAT3 fueron casi indetectables en las células
mononucleares tanto de los pacientes controles como en el grupo PIR sin
hallarse diferencias estadisticamente significativas como se aprecia en la

Figura 13.
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Figura 13. Western blot tiempo basal utilizando como anticuerpo
primario Stat3 1/500 y como anticuerpo secundario Anti-Mouse
Trueblot RP 1/10000. M: marcador de peso molecular, 1: PIR 60-TB,
2: PIR 99-TB, 3: PIR 101-TB, 4: PIR 104-TB, 5: PIR 94-TB, 6: PIR
96-TB, 7: PIR 102-TB, 8: PIR 105-TB. El color verde corresponde a
las muestras de los pacientes del grupo control y el color rojo
corresponde a las muestras de los pacientes del grupo PIR.

Sin embargo, tras 6 horas, se pudo observar un aumento en la
expresion de la isoforma a de STAT3 a (p=0,05) en los pacientes controles,

aungue no se observo en la isoforma B (p=0,19) (Figura 14).
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Figura 14. Western blot tiempo 6 horas utilizando como anticuerpo
primario Stat3 1/500 y como anticuerpo secundario Anti-Mouse
Trueblot RP 1/10000. M: marcador de peso molecular, 1: PIR 60-TB,
2: PIR 99-TB, 3: PIR 101-TB, 4: PIR 104-TB, 5: PIR 94-TB, 6: PIR 96-
TB, 7: PIR 102-TB, 8: PIR 105-TB. El color verde corresponde a las
muestras de los pacientes del grupo control y el color rojo

corresponde a las muestras de los pacientes del grupo PIR. 83
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Los niveles basales de expresién de las isoformas a (p=0,01) y B
(p=0,173) de STAT3 fosforilados también fueron casi indetectables en las
células mononucleares tanto de los pacientes controles como en el grupo PIR
aungue en este caso la diferencia si fue estadisticamente significativa en la

unidad a (Figura 15).

Figura 15. Western blot tiempo basal utilizando como anticuerpo
primario P-Stat3 1/250 y como anticuerpo secundario Anti-Rabbit IgG-
HRP 1/1000. M: marcador de peso molecular, 1: PIR 60-TB, 2: PIR
99-TB, 3: PIR 101-TB, 4: PIR 104-TB, 5: PIR 94-TB, 6: PIR 96-TB, 7:
PIR 102-TB, 8: PIR 105-TB. EIl color verde corresponde a las
muestras de los pacientes del grupo control y el color rojo corresponde

a las muestras de los pacientes del grupo PIR

Tras 6 horas, se objetivd un aumento en la expresion de la isoforma a
de STAT 3 fosforilada (p=0,029) en los pacientes controles, aunque tampoco

se observo en la isoforma 3 (p=0,13) (Figura 16).
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B’ | — — —

Figura 16. Western blot tiempo 6 horas utlizando como
anticuerpo primario P-Stat3 1/250 y como anticuerpo
secundario Anti-Rabbit IgG-HRP 1/1000. M: marcador de peso
molecular, 1: PIR 60-TB, 2: PIR 99-TB, 3: PIR 101-TB, 4: PIR
104-TB, 5: PIR 94-TB, 6: PIR 96-TB, 7: PIR 102-TB, 8: PIR
105-TB. El color verde corresponde a las muestras de los
pacientes del grupo control y el color rojo corresponde a las

muestras de los pacientes del grupo PIR

7.1.1 Determinacion de citoquinas: IL-6 y TNFa

Algunas de las citoquinas implicadas en la activacion de la ruta SAFE
relacionadas con la cardioproteccion del PIR son la IL-6 y el TNFa. Para la
determinacién de estas citoquinas se analizaron muestras de 19 pacientes.
Diez de ellos correspondian a controles y 9 pertenecian al grupo PIR. De
dichas muestras se analizaron es los tiempos basales (TB) y a las 6 horas
(T6H).

Mediante el método ELISA se determind la concentracion de las
citoquinas en cada una de las muestras. No se consiguieron detectar niveles
séricos de TNF a por muestra insuficiente por lo que solo se pudieron analizar
los niveles séricos de IL 6 donde sus concentraciones se muestran en la

Tablas 12y 13.
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Tablas 12 y 13. Concentracion de citoquinas mediante técnica ELISA en los

tiempos basales y a alas 6 horas de las muestras recogidas.

TIEMPO BASAL

Media t student
Muestra ABS(450) ABS(450) Media Abs Media pg/ml grupos Cb&lb
Control 1 26 TB 0,1295 0,1488 0,1392 2,03392658
Control 2 28 TB 0,1159 0,1284 0,1222 0,44831002
Control 3 50 TB 0,1117 0,1136 0,1126 -0,4377698
Control 4 60 TB 0,1380 0,1194 0,1287 1,05923864
Control 5 65TB 0,1482 0,0893 0,1188 0,13118691
Control 6 93 TB 0,1408 0,1166 0,1287 1,05923864 0,0
Control 7 95 TB 0,1081 0,1146 0,1113 -0,5590228
Control 8 97 TB 0,1066 0,1077 0,1071 -0,9507634
Control 9 99 TB 0,1050 0,1003 0,1026 -1,3704856
Control 10 10178 0,0966 0,0978 0,0972 -1,8788151
Isquemia 1 14TB 0,12030 0,11160 0,11595 -0,1299737 0,37
Isquemia 2 15 TB 0,10260 0,09340 0,09800 -1,804198
Isquemia 3 24TB 0,09740 0,17890 0,13815 1,94065518
Isquemia 4 29TB 0,11130 0,11710 0,11420 -0,2931989
Isquemia 5 35TB 0,09060 0,10630 0,09845 -1,7622261 1,2
Isquemia 6 49TB 0,19310 0,21380 0,20345 8,03128778
Isquemia 7 64 TB 0,21220 0,18200 0,19710 7,43901309
Isquemia 8 94 TB 0,09950 0,09330 0,09640 -1,9534326
Isquemia 9 96 TB 0,11110 0,10030 0,10570 -1,086007
TIEMPO 6 HORAS
t student
Muestra ABS(450) ABS(450) Media Abs  Media pg/ml Media  C6h&l6h
Control 1 26 6Hr 0,38730 0,25340 0,32035 18,9347333
Control 2 28 6Hr 0,28540 0,52470 0,40505 26,8348331
Control 3 50 6Hr 0,27280 0,23650 0,25465 12,806791
Control 4 60 6Hr 0,41760 0,62990 0,52375 37,9061667
Control 5 65 6Hr 0,41030 0,49800 0,45415 31,4144662 18,6
Control 6 93 6Hr 0,31150 0,25650 0,28400 15,5443124
Control 7 95 6Hr 0,16400 0,17890 0,17145 5,04659815
Control 8 97 6Hr 0,25100 0,21220 0,23160 10,6568814
Control 9 99 6Hr 0,29080 0,26280 0,27680 14,872757
Control 10 101 6Hr 0,24050 0,24240 0,24145 11,5756072
Isquemia 1 14 6Hr 1,06680 0,62440 0,84560 67,925619 0,14
Isquemia 2 15 6Hr 0,25430 0,24810 0,25120 12,4850043
Isquemia 3 24 6Hr 0,28210 0,30150 0,29180 16,271829
Isquemia 4 29 6Hr 0,44890 0,43500 0,44195 30,2765548
Isquemia 5 35 6Hr 0,36020 0,43380 0,39700 26,0839975 32,8
Isquemia 6 49 6Hr 0,99190 0,88190 0,93690 76,4413132
Isquemia 7 64 6Hr 0,19390 0,09470 0,14430 2,51427524
Isquemia 8 94 6Hr 0,83960 0,57290 0,70625 54,9282278
Isquemia 9 96 6Hr 0,23620 0,17190 0,20405 8,08725097
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Podemos observar que los niveles séricos medios de la IL 6 fueron

superiores en las muestras de las 6 horas en los pacientes PIR (Control 18,6

vs PIR 32,8;) (Figura 17).
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Figura 17. Concentracion de citoquinas mediante técnica ELISA en los tiempos

basales y a las 6 horas.
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V1. DISCUSION

En los resultados de nuestro estudio sobre el efecto del
precondicionamiento isquémico remoto en la lesion miocardica perioperatoria,
realizado de forma simultanea en el miembro superior e inferior, durante la
cirugia de revascularizacion miocardica sin circulacion extracorporea, no se
detectaron diferencias en la elevacion de las enzimas miocardicas en el
postoperatorio asi como tampoco en la incidencia de eventos clinicos tales
como: dafio renal, fibrilacion auricular, muerte, infarto agudo de miocardio o

conversion a CEC.

No obstante, si que se detectd un efecto sobre la lesién miocardica
perioperatoria expresada en eventos subclinicos, ya que se observé una
alteracion en la expresion y la activacién de una de las proteinas implicadas
en los mecanismos moleculares de la cardioproteccion como es la proteina
STAT 3. El presente trabajo es de los pocos publicados que han determinado
la activacibn de esta proteina en humanos relacionandola con el

precondicionamiento isquémico en pacientes sometidos a cirugia cardiaca.

Aun asi, numerosos estudios han demostrado el efecto protector del
PIR en la lesién miocardica en pacientes intervenidos de cirugia cardiaca. La
mayoria de estos estudios se han realizado en pacientes operados con
CEC®087.88 y menos estudios se han realizado en pacientes en OP-CABG.
Cheung et al®” fueron los primeros en disefiar un estudio aleatorizado y
controlado para confirmar el efecto cardioprotector del PIR y se realizd en
nifos sometidos a cirugia cardiaca con resultados favorables. El primer

estudio realizado en pacientes coronarios sin CEC se realiz6 por el grupo de
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Hong et al®®y se publicé 4 afios mas tarde del anterior, en 2010. La conclusién
de este estudio fue que el PIR reduce las enzimas miocéardicas en el
postoperatorio como expresion de la disminucion del dafio miocardico, pero
sin alcanzar la significacion estadistica. Esta falta de evidencia se atribuy6 a
la menor respuesta inflamatoria y menor dafio miocardico que tiene lugar al
prescindir de la CEC. Advirtieron que la lesion cardiaca en estas
circunstancias deberia determinarse con otros factores como el tiempo de
oclusion coronaria o los cambios hemodinamicos que suceden con la
manipulacion del corazoén.

A pesar de que en nuestro estudio no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la elevacién de las enzimas miocardicas
entre el grupo control y el grupo PIR, pudimos observar que la media de los
niveles Tnl a las 12 horas (Control 3,95 DE 15,1 ng/dl vs PIR 1,8 DE 1,155
ng/dl, p: 0,156) y a las 24 horas (Control 2,74 DE 8,3 ng/dl vs PIR 2,1 DE 3,59

ng/dl, p: 0,296) fueron menores en el grupo PIR.

En los 6 pacientes reconvertidos a CEC, de los cuales solo uno de ellos
pertenecia al grupo control, tuvieron mayor elevacién de los niveles de
troponinas en el postoperatorio de forma significativa de manera global (Tnl a
las 6 h: CEC 2,96 SD 3,54 vs No CEC 0,56 SD 0,47 p<0,05; Tnl a 12 h: CEC
7,75 SD 9,7 vs No CEC 2,65 SD 10,89 p 0,308; Tnl a las 24 h: CEC 10,71
SD12,92 vs No CEC 1,98 SD 5,72 p<0,05; Tnl al alta: CEC 6,87 SD 6,57 vs
No CEC 0,65 SD 1,31 p<0,05). De estos pacientes reconvertidos, el que
pertenecia al grupo control se pudo hacer sin pinzamiento aortico, y los otros

5 que pertenecian al grupo PIR, tuvieron un tiempo medio de isquemia
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miocardica global de 70 minutos (DE 26,3). A pesar de ello, los pacientes

sometidos a PIR tuvieron niveles de Tnl menores.

Ademas, el tiempo medio de oclusion coronaria fue de 35,4 minutos
(DE 18,5) siendo equiparable en ambos grupos (Control: 34,7 minutos DE
14,3 vs PIR: 36,1 minutos; DE 22; p: 0,648) y el dafio miocardico expresado,
a pesar de no alcanzar la significacion estadistica, si que mostré una
reduccion en el grupo PIR con niveles Tnl a las 12 horas (Control 3,95 DE
15,1 ng/dl vs PIR 1,8 DE 1,155 ng/dl, p: 0,156) y a las 24 horas (Control 2,74
DE 8,3 ng/dl vs PIR 2,1 DE 3,59 ng/dl, p: 0,296) menores con respecto al
grupo control.

Estos resultados ponen de manifiesto que los pacientes sometidos a
CEC tienen asociado un mayor dafio miocardico de por si'® y que el PIR
puede reflejar mayor proteccion, no obstante, en los pacientes intervenidos
sin CEC el dafio miocéardico provocado es menor y por lo tanto el efecto del
PIR no es tan evidente.

Hay que tener en cuenta con respecto a la metodologia llevada a cabo
para el precondicionamiento isquémico remoto, que en nuestro estudio se
utilizé el manguito de presion en ambas extremidades, de forma simultanea,
por lo que cabria esperar una mayor activacion de la masa muscular pudiendo
aumentar el efecto cardioprotector del PIR. A diferencia con en el estudio de
Hong et al®3, el PIR se realizdé Gnicamente con un manguito de presién en el
miembro superior. Sin embargo, los resultados obtenidos fueron similares ya
que los datos publicados por Hong et son parecidos a los nuestros con niveles

de Troponina | (ng/ml) alas 12 y a las 24 horas también menores en el grupo
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control con respecto al grupo PIR pero sin alcanzar la significacion estadistica
aungue con un valor p muy proximo a 0,05. (Basal: Control 0,04+£0,03 vs PIR
0,05%0,07 p: 0,105; Tnl alas 6 h: Control 2,25+4,10 vs PIR 1,42+1,68 p 0,818;
Tnla 12 h: Control 1,54+2,13 vs PIR 1,14+1,66 p 0,061; Tnl a las 24 h: Control
1,05+1,54 vs 0,76+1,20 p 0,064).

El mismo grupo Hong et al, publicaron afios mas tarde otro trabajo
sobre el efecto del PIR en pacientes sometidos a cirugia de revascularizacion
miocardica sin CEC'%4. A diferencia del estudio anterior, en este caso el
precondicionamiento isquémico remoto lo llevaron a cabo mediante el inflado
del manguito de presién en el miembro inferior, por lo que se asume una
mayor activacion de la masa muscular, y ademas realizaron un
postcondicionamiento que consistia en inflar el manguito de presién después
de realizar las anastomosis coronarias. En esta ocasion, si que se evidencid
una reduccion del dafio miocardico en los pacientes a los que se realizo el
condicionamiento. Los resultados en este caso se expresaron como area bajo
la curva y no con niveles de troponinas.

También se ha discutido que las diferentes estrategias anestésicas
pueden influir en la cardioprotecciébn que supone el PIR. Ya en 1999,
Belhomme et al'®® publicaron un articulo donde se demostraba que la
administracion de anestésicos volatiles disminuia la lesiébn miocéardica. Esta
cardioproteccion se ha mantenido en pacientes sometidos a cirugia de
revascularizacion miocardica a los que se realiza PIR bajo dicho régimen
anestésico aunque no asi con el uso de anestésicos intravenosos como el
propofol®t. Por tanto, se ha establecido el uso del propofol como posible

anestésico alterante. En nuestro caso utilizamos sevofluorano para el
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mantenimiento anestésico y el remifentanilo como opiaceo. Ambos se
mantienen durante toda la intervencion. No utilizamos propofol hasta el final
de la intervencion, como hipnético durante la estancia en la unidad de
cuidados intensivos y hasta la extubacion de los pacientes, por tanto, no
tendria efecto en nuestro estudio. El remifentanilo, a pesar de administrarse
por via intravenosa, su composicién y mecanismo de accion es diferente con
respecto al propofol. El remifentanilo es un opiaceo de accion ultracorta que
es metabolizado por las esterasas plasmaticas y tisulares en metabolitos no
activosi®®, mientras que el Propofol es un alquifenol, el 2,6,di-isopropilfenol,
casi insoluble en agua, por lo que necesita un agente solvente lipidico y su
metabolismo se produce por gluco y sulfoconjugacion hepatica, eliminandose
los productos de degradaciéon en un 88% por el rifion%’ y por tanto, no
reacciona con los canales de Karp.

Hasta la fecha solo hay un estudio publicado que utiliza el remifentanilo
como régimen anestésico junto a sevoflurano, como ocurre en nuestra
muestra. Se trata del primer estudio publicado que habla sobre el PIR en OP-
CABG de Hong et al en 2010. Como se ha comentado previamente, este
estudio concluye que el PIR reduce la elevacion de las enzimas miocardicas
en pacientes sometidos a OP-CABG pero sin significacion estadistica®.

A pesar de haber multiples trabajos que tratan sobre el
precondicionamiento isquémico remoto, los resultados obtenidos han sido
muy dispares y no se llega a esclarecer el beneficio de tal procedimiento,
sobre todo en cuanto repercusiones clinicas. La mayoria de los ensayos han
tenido muy poca potencia para llegar a una conclusién clinicamente relevante.

Tras la realizacion de varios ensayos pequefios, dos ensayos clinicos

93



DISCUSION

principales sobre el precondicionamiento isquémico remoto completaron su
reclutamiento y publicaron sus resultados recientemente. Se trata de ensayos
aleatorizados, prospectivos y multicéntricos que proporcionaron datos sobre
3012 pacientes sometidos a cirugia cardiaca electiva bajo CEC cuyo objetivo
fundamental fue determinar las implicaciones clinicas del PIR. Estos ensayos
clinicos fueron: el estudio ERICCA (Effect of Remote Ischaemic
Preconditioning on Clinical Outcomes in Patients undergoing Coronary Artery
Bypass Graft Surgery [ERICCA])!® y el estudio RIP (Remote Ischaemic
Preconditioning for Heart Surgery [RIPHeart-Study])!®® cuyos resultados
fueron publicados en el 2015 en la revista “New England of Medicine”
concluyendo que el PIR no mejora los resultados clinicos en cuanto al evento
combinado de muerte por cualquier causa, IAM, ACV o disfuncién renal en el
estudio RIP y del evento combinado de muerte cardiovascular, IAM, ACV o
necesidad de nueva revascularizacion en el estudio ERICCA.

Debemos tener en cuenta que los protocolos de dichos estudios
revelan que el régimen anestésico en el ensayo RIP se basé al 100% en el
uso de propofol y en el ensayo ERICCA, més del 90% de los pacientes fueron
anestesiados con solo propofol o con una combinacion de propofol y
anestésicos volatiles. También considerar que el estudio ERICCA se llevo a
cabo en pacientes de alto riesgo quirtrgico (EuroSCORE | > 5)0, Estos
condicionantes deben estar presentes a la hora de interpretar los resultados
gue ya pueden verse alterados por un sesgo de seleccion.

En 2017, se publicé una revisiébn en Cochrane!!! con el objetivo
principal de evaluar los beneficios y los dafios del PIR en pacientes sometidos

a cirugia coronaria con o sin cirugia valvular. En ella se incluyeron 29 ensayos
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clinicos aleatorizados realizados entre 2007-2016, de los cuales la mayoria
fueron estudios unicéntricos excepto los estudios ERICCA y RIP. No se
encontré evidencia de que el PIR tuviese un efecto beneficioso sobre los
resultados clinicos medidos como el evento combinado que incluye mortalidad
por cualquier causa, IAM y ACV a los 30 dias, aunque si que se encontré una
reduccion de los niveles de troponina en el postoperatorio.

En nuestro estudio tampoco se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas en la incidencia de eventos clinicos tales como
arritmias, 1AM, disfuncion renal, ACV o mortalidad, asi como tampoco en la
reduccion de los niveles de troponinas en los pacientes PIR.

Por el contrario, en un metaanalisis mas reciente en donde se
incluyeron 30 estudios prospectivos aleatorizados y controlados en adultos,
demuestra la reduccion de los niveles de troponinas en los pacientes
sometidos a Cirugia Cardiaca a los que se le realiza PIR y la disminucion de
la incidencia del dafio renal y mortalidad si ademés se utilizan anestésicos
volatiles!*?.

Estas discrepancias podrian atribuirse a las diferencias en los factores
relacionados no solo con el paciente, que pueden actuar como variables de
confusion, tales como edad, comorbilidades o comedicaciones, sino también
a las diferencias en el protocolo quirtrgico y de la metodologia empleada para
PIR incluyendo el numero de ciclos, la duraciéon de la isquemia y las fases de
reperfusion, asi como la cantidad de tejido sometido a isquemia. Todos estos
factores, que a menudo no se tienen en cuenta en los estudios
experimentales, pueden ser los que se deban considerar para obtener

resultados mas homogéneos.
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Aun asi, los estudios realizados en pacientes sin CEC siguen siendo
una minoria®113114.115116 - Nyestro trabajo es uno de los pocos estudios
realizados en Cirugia Cardiaca electiva sin circulacion extracorpérea y donde
se ha utilizado una metodologia algo diferente al implicar una mayor cantidad
de tejido sometido a isquemia para intentar aumentar la expresion
cardioprotectora del PIR.

Los mecanismos moleculares que intervienen en el efecto
cardioprotector del PIR contintan siendo desconocidos y se trata de un tema
innovador donde queda un amplio campo por explorar. El primer estudio en
demostrar que una de las proteinas relacionadas con los mecanismos
cardioprotectores del PIR se encontraba activada en humanos es muy
reciente, del afio 2018. En este estudio se demostré que PIR mejoraba los
niveles de expresion de Akt, STAT3, STAT5 y eNOS en el miocardio del tracto
de salida del ventriculo derecho de los pacientes®. En nuestro estudio,
también se estudié la proteina STAT3 observandose cambios en la expresion
y actividad de ésta en funcién de la presencia de intervencidén o no apreciando
a las 6 horas un aumento en la expresién de la isoforma a de STAT3 (p=0,05)
y de STATS3 fosforilada (p=0,029) en los pacientes controles asi como un
aumento de las citoquinas implicadas evidenciando niveles séricos medios de
la IL 6 superiores en las muestras de las 6 horas en los pacientes PIR (Control

18,6 vs PIR 32,8).

Actualmente, los eventos adversos asociados al PIR no se conocen. El
hinchado repetido de los manguitos de presion arterial se considera seguro, y

dado que la intervencion se produce después de la induccion de la anestesia,
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es poco probable producir dolor o estrés en el paciente. El riesgo potencial de
trombosis, rotura de placa o embolizacion en personas con aterosclerosis
preexistente en las extremidades superiores también se considera bajo.

En este trabajo existen multiples limitaciones. En primer lugar, se trata
de un estudio que no llegdé a concluir como estaba previsto por el lento ritmo
de reclutamiento de los pacientes. Esto fue debido a la falta de cumplimiento
en los criterios de inclusion de los participantes, ya que el perfil del paciente
coronario con indicacidon quirdrgica, durante el periodo del estudio en el
HCSC, presentaba mucha comorbilidad, sin permitir alcanzar el tamafio
muestral que se habia establecido para conseguir una potencia adecuada que
detectara diferencias en el objetivo primario en la fecha estimada de la
finalizacion del estudio. En segundo lugar, el analisis de laboratorio de las
muestras para determinar las proteinas y citoquinas implicadas, que
pertenecia a uno de los objetivos secundarios, se vio limitado a un reducido
namero de pacientes por la escasez de personal cualificado para realizar los
procesamientos. Ademas, la cantidad de las muestras tomadas no fue
suficiente e impidié detectar ciertas moléculas implicadas, tales como el TNFa
que para su deteccion es necesaria mucha cantidad muestra y anticuerpos
muy especificos. Entre las fortalezas, cabe destacar que se haya estudiado
una de las proteinas implicada en los procesos moleculares del
precondicionamiento y que escasamente ha sido estudiada en humanos,
como es la STAT3, cuyo resultado debe ser considerado para futuras
investigaciones. También hay que destacar que no se produjeron cross ovetr,
todos los pacientes que fueron aleatorizados recibieron la intervencion que les

correspondia.
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Se considera necesario establecer un consenso final sobre la
efectividad de PIR en pacientes sometidos a Cirugia Cardiaca electiva
teniendo en cuenta que nos encontramos ante una intervencion con un perfil
de seguridad favorable. Por ello seria recomendable que se realizaran mas
estudios con un mejor disefio y suficiente potencia, con una menor variabilidad
estratégica y de protocolos, con objetivos claros y uniformes, para determinar
el potencial beneficio del PIR y descubrir la importancia de los factores de
confusién del condicionamiento isquémico en la realidad clinica ya que de

forma subclinica si que se han encontrado diferencias.
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VIIl. CONCLUSIONES

El precondicionamiento isquémico remoto en pacientes sometidos a
cirugia de revascularizacion miocardica sin circulacion extracorpoérea,
realizado de forma simultanea en el miembro superior e inferior:

1. No reduce la elevacion de las enzimas miocardicas en el
postoperatorio ni a las 6,12 y 24 horas tras la cirugia ni al alta.

2. No reduce la incidencia de eventos clinicos tales como muerte,
infarto agudo de miocardio, conversion a CEC, disfuncion renal y
fibrilacion auricular en el postoperatorio, ni a los 30 dias siguientes
ni durante los 3 meses posteriores.

3. Tiene efecto directo sobre la lesion miocardica perioperatoria,
manifestada en eventos subclinicos, al alterar la expresion y
activacion de proteinas e interleucinas implicadas en los
mecanismos moleculares de la cardioproteccion disminuyendo la
expresion de la proteina STAT3 y aumentando la expresion de la

IL6.
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ANEXO 1: ESCALA DE RIESGO STS

Los modelos de riesgo predicen el riesgo de mortalidad y morbilidad
quirdrgica después de la cirugia cardiaca en adultos en funcién de las
variables demograficas y clinicas del paciente. Se utilizan por médicos y
pacientes como herramientas para comprender los posibles riesgos de la
cirugia. Como estos riesgos son Unicamente estimaciones estadisticas,
deben complementarse con el juicio profesional médico, en particular de
su cirujano cardiaco.

El modelo de riesgo de la Sociedad de Cirujanos Toracicos o STS
(Society of Thoracic Surgeons) score es un modelo construido a partir de
la recopilacion de datos de los pacientes sometidos a una intervencion
cardiaca mayor (incluyendo adultos y congénitas) en mas de 250
hospitales norteamericanos. Esta recogida de datos comenzo6 en 1989 y
continda en la actualidad. Se han registrado mas de 4 millones y medio de
pacientes. El modelo de prediccion desarrollado presenta actualizaciones
periodicas, que se efectian sobre la base de la totalidad de los datos, lo
que supone un excelente y constante método de revision y ajuste!!’.

La escala de riesgo STS tiene tres modelos de riesgo actualmente:
Cirugia coronaria, cirugia valvular y cirugia combinada (coronaria y
valvular). Los modelos se aplican a siete clasificaciones especificas de

procedimientos quirdrgicos: Modelo Coronario: 1. Cirugia coronaria

aislada (CABG); Modelo Valvular: 2. Reemplazo de valvula aértica aislada,

3. Reemplazo de valvula mitral aislada, 4. Reparacion de valvula mitral

aislada; Modelo combinado: 5. Reemplazo de valvula aértica + CABG, 6.
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Reemplazo de valvula mitral + CABG, 7. Reparacion de valvula mitral +

CABG.

Después de introducir la informacion sobre un caso determinado, la
calculadora de riesgo STS en linea''® proporciona un porcentaje de riesgo
para cada uno de los resultados especificos tales como mortalidad y otras
comorbilidades importantes.

A continuacion, se plasma un ejemplo del célculo de riesgo segun el STS
para un paciente con enfermedad coronaria severa de 3 vasos programado

para una cirugia de revascularizacion miocardica quirargica (Figura 1).
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Variables

Age:
Cender:

Race - Black/African American:

Hispanic, Latino or Spanish Ethnicity:

Primary Payor:

Weight Kg :

Height Cm:
Hematocrit:

'WBC Count:

Platelet Count

Last Creatinine Level:
Hypertension:
Chronic Lung Disease;
Ilicit Drug Use:
Alcohol Use:
Pneumania:

Tobacco use:

Home Oxygen
Classification-NYHA:
At time of this admission:
Cardiogenic Shock:
AFibrillation

Afluter:

Third Degree Heart Block:

Figura 1. Puntacion en la escala de riesgo STS en un ejemplo de paciente con enfermedad coronaria

65

Male

No

Yes

None | self
B2

174

42

16

160000
0.62

Yes

No

No

<= 1 drink /week

Mo

Current every day smoker

No

Class Il
Stable Angina
No

None

None

Mone

Second Degree Heart Block:
Sick Sinus:

Viach /Vfib:

ADP Inhibitor (includes P2Y12):
ACE or ARE:

Steriods:

Resuscitation:

Number Diseased Vessels
Percent Stenosis - Left Main:
Ejection Fraction

Percent Stenosis - Proximal LAD:
Aaortic Insufficiency:

Mitral Insufficiency:

Tricuspid Insufficiency:
Incidence:

Status:
CAE:

Procedure Type:

Calculated Ris

ANEXOS

Nane
MNane
Nane
No
Na
MNa
MNa
Three
80
65
a0
Nane
Nane
Nane

First cardiovascular
surgery

Elective
Yes, planned

Isolated CAB

k Scores

Risk of Mortality
Renal Failure
Permanent Stroke
Prolonged Ventilation
DSW Infection

Reaperation

0.741%
0.770%
0.802%
4.893%
0.193%

1.682%

Morbidity or Mortality 7.625%

Short Length of Stay

Long Length of Stay

severa de 3 vasos. http://riskcalc.sts.org/stswebriskcalc/calculate.

58.327%
2.602%
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ANEXO2: ESCALA DE RIESGO EUROSCORE

El EuroSCORE fue un modelo desarrollado a partir de datos
recogidos durante el afio 1995%%°, Participaron 132 centros de 8 paises
europeos. El modelo fue finalmente publicado en 1999'2°, La popularidad
de esta escala alcanz6 un nivel muy notable en los afios siguientes a su
publicacion?t.

Sin embargo, el éxito inicial de este modelo se desvanecio a finales
de la década de los 2000, momento en el que comenzd a hacerse
frecuente la publicacion de estudios de validacion externa que acusaban
al modelo de fallo de calibracion por sobreestimacion del riesgo de
mortalidad y redundaban en la superioridad predictiva de otros modelos,
especialmente STS Scorel?2123,

La consecuencia fue la creacion de un nuevo modelo basado en el
esquema ya existente, aunque con datos actualizados y reestructuracion
de las variables. El proyecto se ejecuté en 2010 y el EuroSCORE Il fue
presentado a finales del 2011 y publicado en febrero del 2012, contando
con la participacion de 154 centros de 43 paises de los 5 continentes
europeos!?4,

En 2012 se llevo a cabo un estudio en nuestro pais para la validacion
a nivel nacional de ambos modelos concluyendo que ambas escalas
muestran mala calibracion a la hora de predecir la mortalidad, el
EuroSCORE por sobreestimaciéon y EuroSCORE Il por infraestimacion®?,
No obstante, es probable, por los datos y resultados obtenidos, que el
modelo ideal se sitiue entre EuroSCORE y EuroSCORE Il y por ello se
siguen utilizando ambas escalas de riesgo en la actualidad (Figura 2y 3).
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Variables Puntuacion

Variables extracardiacas
Edad (por cada periodo de 5 anos, total
0 parcial, por encima de 60)
Sexo femenino
Enfermedad pulmonar abstructiva cronica
Arteriopatia extracardiaca
Disfuncion neuroldgica
Cirugia cardiaca previa
Creatinina sérica > 200 pmal/l
Endaocarditis activa
Estado preoperatorio critico
Variables cardiacas
Angina inestable con nitratos i.v.
Fraccion de eyeccidn 30-50%
< 30%
Infarto reciente (menos de 90 dias)
Presidn arterial sistdlica pulmaonar = 60 mmHg
Variables operatorias
Emergencia
Cualguier operacion distinta de cirugia coronaria aislada
Cirugia de aorta loracica
Rotura septal postinfarto

Eod Lad Pl Led Md g — — —

P P Led —

£ Lad DD

Figura 2: Escala de valoraciéon de riesgo de EuroSCORE. Riesgo bajo :0-2: Riesgo intermedio: 3-5;
Riesgo alto=6. Miguel Alvarez et al ¢Se puede identificar mediante el EuroSCORE a los pacientes con
sp Cardiol 2003;56(7):682.

m

mortalidad minima en cirugia cardiaca? Rev

http://www.euroscore.ora/calcsp.html

Patient related factors

Age ! (years) 0 0

Gender @ 0

e bt o orcrsunne. [rormal 8 > Bemliin)] —
clearance

Extracardiac arteriopathy * El CI
Poor mobility * El Cl
Previous cardiac surgery El E
Chronic lung disease 8 El CI
Active endocarditis ® El CI
Critical preoperative state El CI
Diabetes on insulin no v Cl

Cardiac related factors

INYHA select 0
CCS class 4 angina no_ v 0
LV function select V| 0 ‘
Recent M1 ® no v 0
Pulmonary hypertension ' no >0 ‘

Operation related factors

Urgency 1! elective 0
Weight of the intervention 2 isolated CABG v 0
Surgery on thoracic aorta no v 0

Figura 3: Escala de valoracion de riesgo de EuroSCORE |I. http://www.euroscore.org/calc.html.
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ANEXO 3: PUNTUACION SYNTAX

La puntuacibn Syntax es una herramienta que se desarrollé para
determinar la complejidad de la enfermedad coronaria en el seno del ensayo
clinico SYNTAX (Synergy Between Percutaneous Coronary Intervention With
Taxus and Cardiac Surgery)*?6. Se utiliza como guia para para discernir la
mejor estrategia revascularizadora, quirargica o percutdnea, en la enfermedad

de tronco coronario izquierdo o enfermedad coronaria de 3 vasos.

La puntuacién Syntax combina la importancia del segmento coronario
afectado, y las caracteristicas angiograficas de la lesiéon'?’. Para su célculo,

se han desarrollado una seria de pasos a seguir (Figura 4).

El primer paso a seguir es establecer la dominancia de la circulacion
coronaria teniendo en cuenta que no se valora la co-dominancia. El segundo
paso es determinar el segmento afectado y, en funcién de la localizacién, se
le asigna un valor que va de menor puntacion si se trata de rama posterolateral
a una mayor puntuacion si se trata de lesién en el TCl o de dominancia
izquierda (Figura 5). Los siguientes pasos consisten en evaluar las
caracteristicas de la lesion (Tabla 1)3*1%%, Con la puntaciéon obtenida se
estratifican los riesgos en: bajo riesgo (puntuacion 0-22), riesgo intermedio
(puntuacion 23-32) y riesgo elevado (puntuacion = 33). El calculo se puede

realizar directamente a través de la pagina web http://www.syntaxscore.com.
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Paso 11:
Enfermedad
difusay
estrecha.

Paso 10:
Trombos

Paso 9: Gran
calcificacion

Paso 8:
Lesiones > 20
mm longitud

ANEXOS

Paso 2:
Numero de
segmentos

enfermos

Paso 2:
Oclusién total

Paso 4:
Trifurcaciones

Paso 5:
Bifurcaciones

Paso T: Paso 6: Lesién
Tortuosidad aorto-ostial

Figura 4: Componentes de los pasos a seguir para la puntuacidon Syntax en relaciéon con la
complejidad de la enfermedad coronaria. Modificado de Head SJ et al. The SYNTAX score and its
clinical implications. Heart. 2014;100(2):169-177.

Dominancia derecha

Factor de
peso

Dominancia izquierda

Figura 5. Evaluacion del segmento coronario afectado en el Syntax Score. Modificado de 2018
ESC/EACTS Guidelines on myocardial revascularization.
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Tabla 1  Puntuacion

Caracteristicas de la lesion

Diametro
Oclusion total X9
Lesion significativa (50-99%) %2
Oclusién total +1
>3 meses o desconocido +1

Munon con terminacion abrupta  +1
o chata («blunt stump»)

Puente («bridging») +1
Primer segmento visible +1
después de la oclusion total por

flujo anterdgrado o llenado

retrogrado

Ramas laterales
Si<1.5mm +1
Si>1.5mm +1

Trifurcaciones

Enfermedad de un segmento +3
Enfermedad de 2 segmentos +4
Enfermedad de 3 segmentos +5
Enfermedad de 4 segmentos +6
Bifurcaciones
Tipo 100, 010, 110 +1
Tipo 111, 101, 011, 001 +2
Angulacioén < 70 +1
Lesion aortoostial +1
Tortuosidad severa +2
Lesiones > 20 mm longitud +1
Gran calcificacion +2
Trombo +1
Enfermedad difusa y estrecha +1 (por segmento)

x: multiplicacion, +: suma.

Tabla 1. Puntaciéon syntax en funcidn de las caracteristicas de la lesion. M Gémez- Sanchez et al.
El cirujano cardiovascular y la puntacion Syntax. Arch Cardiol Mex, 2015;85(1); 50-8.

Entre sus multiples limitaciones, cabe destacar principalmente que no tiene
en cuenta variables clinicas, se trata de un score angiografico, asi como su
incapacidad para realizar predicciones a nivel individual. El SYNTAX score
1112 se desarrolld6 con el objeto de suplir estas limitaciones incluyendo 7
variables clinicas: edad, sexo femenino, aclaramiento de creatinina, fraccion
de eyeccion del ventriculo izquierdo, tronco coronario izquierdo no protegido,
enfermedad vascular periférica y enfermedad pulmonar obstructiva crénica
aunque solo ha demostrado relevancia clinica en pacientes sometidos a

revascularizacion percutaneals°.
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ANEXO 4: CONSENTIMIENTO INFORMADO

INFORMACION AL PACIENTE DE LA INVESTIGACION Y DOCUMENTO DE
CONSENTIMIENTO
TITULO: EFECTO DEL PRECONDICIONAMIENTO
ISQUEMICO REMOTO SOBRE LA LESION
MIOCARDICA PERIOPERATORIA, EN CIRUGIA
DE REVASCULARIZACION MIOCARDICA SIN
CEC: PIR-CABG

Este documento de consentimiento contiene informacion importante
para ayudarle a decidir sobre la participacion en este estudio de
investigacion.

El personal del estudio le explicara el estudio. Pregunte sobre cualquier aspecto que
no le quede claro en cualquier momento. Puede llevarse a casa una copia sin firmar
de este documento de consentimiento para poder pensarlo con calma o comentarlo
con familiares o amigos

- La participacion en el estudio es voluntaria: usted decide.

- Si decide participar en este estudio, podra finalizar dicha
participacién en cualguier momento.

- No se le puede prometer que un estudio le pueda ayudar.

- No acepte participar en este este estudio hasta que no le hayan

respondido todas las preguntas.

Tras leer y comentar la informacion de este consentimiento debe
saber:

. Por qué se realiza este estudio;

. Qué ocurrira durante el estudio;

. Sus posibles beneficios;

. Sus posibles riesgos;

. Otras opciones a las que puede optar en lugar de la participacion en
este estudio;

. Como se tratara la informacion médica personal durante el estudio y
después del mismo;

. Si la participacion en este estudio le acarreara algun gasto; y

. Qué debe hacer si tiene problemas o preguntas sobre este estudio.

Lea atentamente este documento de consentimiento.
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INFORMACION AL PACIENTE DE LA INVESTIGACION Y
DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO

TITULO: EFECTO DEL PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO
REMOTO SOBRE LA LESION MIOCARDICA PERIOPERATORIA, EN
CIRUGIA DE REVASCULARIZACION MIOCARDICA SIN CEC: PIR-
CABG

INVESTIGADOR: Maria Victoria Acedo
CENTRO(S): Hospital Clinico San Carlos. Madrid. Espafia
NUMERO(S) DE TELEFONO 913303691/913303000

RELACIONADOS CON EL ESTUDIO:
INVESTIGADOR PRINCIPAL Maria Victoria Acedo
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Introduccién

Se le invita a participar en un estudio clinico, un tipo de estudio de
investigacion. El investigador del estudio o la persona designada le
explicara el estudio. Antes de que decida participar, es importante que
entienda por qué se lleva a cabo el estudio y lo que supone participar.
Tomese el tiempo necesario para leer detenidamente la informacién que
se le proporciona a continuacion. Este documento de consentimiento
puede contener palabras que no entienda. No dude en pedir al médico o
al personal del estudio que le explique las palabras o la informacién que
no entienda bien.

Si lo desea, puede comentar su decision sobre participar con amigos,
familiares y con su médico de cabecera. Si tiene alguna pregunta, puede
pedir mas informacion al investigador principal. Su participacion en este
estudio es voluntaria. Si decide no participar, no se vera afectada en modo
alguno su atencion médica futura.

¢Por qué se realiza este estudio?

El objetivo principal de este estudio es determinar si, en el contexto
de una cirugia coronaria como la que se le va a practicar, el
precondicionamiento isquémico remoto (PIR) es beneficioso o no. El
precondicionamiento isquémico remoto consiste en interrumpir durante
unos minutos el flujo sanguineo arterial en dos de sus extremidades
mediante una compresiéon con un manguito de los que habitualmente se
emplean para medir la presién arterial. Se ha observado que esta
maniobra es capaz de reducir la severidad del infarto miocéardico en
pacientes que lo sufren. Se cree que este PIR es una forma de
acondicionar al corazén para hacerlo mas “resistente” al dafno cardiaco
cuando una arteria coronaria se ocluye. Durante una cirugia como la que
se le va a practicar, es necesario ocluir de forma transitoria la circulacion
en los segmentos de las arterias donde se van a realizar los “bypass”,
‘puentes” o derivaciones coronarias. Se sabe, que esa oclusion va
asociada a un dafio, que casi siempre es leve, del miocardio (musculo
cardiaco) que se nutre de esa arteria. Esta maniobra es obligatoria durante
la intervencion que se le va a hacer. El propésito de este estudio es
comprobar si, realizando el PIR, seria posible limitar ese dafio miocardico
asociado a la manipulacion de sus arterias coronarias durante la
intervencion. El PIR se aplica hoy en dia antes de una cirugia como la que
se le va a practicar a usted de forma habitual sin que exista ninguna
evidencia solida de su eficacia 0 su perjuicio; y sin que exista un criterio
definido de si algunos pacientes en concretos puedan beneficiarse o no
mas que otros. Asi, la aplicacion de esta técnica depende, en ultimo
término, del criterio del cirujano o anestesidlogo responsables. Este
estudio esta disefiado con el fin de determinar si su aplicacion puede
suponer un beneficio o inconveniente, y recomendar su uso sistematico o
no.
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¢Por qué he sido elegido?

Se le ha pedido que participe en este estudio porque usted padece
una enfermedad coronaria por la cual precisa someterse a una cirugia de
revascularizacion miocardica. Su médico le informara con precision de la
técnica quirdrgica que se le va a realizar, que en ningan caso se vera
modificada por motivos del estudio.

¢, Como se lleva a cabo el PIR?

El precondicionamiento isquémico remoto se realiza mediante dos
manguitos de tension arterial estandar (los que se emplean para medir la
presién arterial) colocados en su brazo y su muslo. Los manguitos se inflan
de forma simultanea por encima de los 200 mmHg (la presion arterial
normal es inferior a esta) y se mantienen asi durante 5 minutos. Al inflar el
manguito por encima de su presion arterial, conseguimos interrumpir
transitoriamente el flujo sanguineo en sus dos extremidades. Terminado
este primer periodo de isquemia se sueltan los manguitos y se espera 5
minutos antes de comenzar otro ciclo similar al anterior de 5 minutos de
isquemia. De manera que el tiempo total de isquemia
(precondicionamiento isquémico remoto) es de un total de 20 minutos
((5+5) x 2). Si su tension arterial supera los 185 mmHg se debe inflar el
manguito con un incremento de 30 mmHg por encima de dicha cifra. Este
procedimiento se llevard a cabo en el quiréfano, cuando se encuentre
inconsciente, una vez haya sido anestesiado y antes de comenzar la
intervencion.

¢ Cuéntas personas participaran en el estudio?

Se incluirdn 190 pacientes que seran asignados al azar a recibir PIR
0 no en dos grupos de igual tamafio (95 por cada rama).

¢,Cuanto tiempo estaré en el estudio?

El evento mas importante para el cual esta disefiado este estudio se
medir4 al cabo de las 12 horas después de la cirugia. Ademas, se
efectuard un seguimiento clinico durante su estancia hospitalaria y hasta
tres meses después de la intervencion para vigilar la aparicion de
cualquier tipo de complicacion.

¢, Qué ocurrira si decido participar en este estudio?

Debera leer, aceptar y firmar este documento de consentimiento
informado antes de que se realice ningun procedimiento del estudio.
Antes del procedimiento, el médico le realizard los siguientes
procedimientos para evaluar si cumple los requisitos para participar en el
estudio:
. Antecedentes patologicos y exploracion fisica.
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. Extraccidon de sangre para determinar los niveles de creatina-quinasa
(CK) y CK-MB (en las 24 horas previas al procedimiento). Pruebas de
coaguIaC|on (INR-TTPa).

ECG de 12 derivaciones.

. Registro de los medicamentos cardiacos relevantes.

. Registro de cualquier acontecimiento adverso previo al tratamiento.
. Se podran obtener pruebas analiticas adicionales segun el criterio del
investigador o segun el protocolo de referencia del hospital.

Estas pruebas proporcionaran al investigador principal un registro
basal (inicial) del corazon y del estado de salud en general antes del
procedimiento.

Estas pruebas y procedimientos se realizan habitualmente antes de
una intervencion quirdrgica, y no se llevan a cabo por motivos del estudio.

Procedimiento

El médico le explicara cdmo se realiza el procedimiento segun la
practica habitual. Se obtendran los datos sobre la fecha y los resultados
del procedimiento para evaluar el éxito del procedimiento y la posible
aparicion de cualquier efecto indeseado de la intervencion o por motivos
del estudio. No requerira ninguna atencion especial, exploracion o prueba
complementaria después de la intervencién quirdrgica. Usted sera
tratado/a durante la intervencién y durante la estancia hospitalaria de
acuerdo con los protocolos generales del centro en lo referente al manejo
operatorio y perioperatorio de enfermos sometidos a una cirugia cardiaca

Asignacion del tratamiento

La asignacion del procedimiento del estudio (PIR o no PIR) que va a
recibir se hara antes de la intervencién quirdrgica. Ni usted ni su médico
conoceran si ha sido asignado o no a recibir el PIR antes de la operacion.
Un investigador conocera qué le ha sido asignado, y se lo comunicara a
un médico independiente del estudio, que seréa el encargado de inflar o no
el manguito de presion para aplicar el PIR una vez usted esté en el
quiréfano, anestesiado y antes de la operacion.

Imposibilidad de aplicar el tratamiento

La verificacion final de la afeccion médica que padece se podra
realizar Unicamente durante el procedimiento. Si, durante el
procedimiento, el investigador principal o su cirujano deciden que no es
un candidato adecuado para recibir el PIR, se le excluira del estudio, y
seguira siendo tratado de la forma habitual. El investigador principal
determinara la atencion de seguimiento que se le realizara.
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¢, Qué tengo que hacer después del procedimiento?

Después del procedimiento y antes del alta hospitalaria, el médico le

realizara lo siguiente:

. Evaluacion clinica y exploracion fisica (practica habitual después de
una cirugia cardiaca)

. Extraccion de sangre para determinar los niveles de Troponina CK'y
CK-MB a las 6, 12 y 24 horas del procedimiento y antes del alta).
Estas enzimas cardiacas son las que nos informaran del posible
dafio o no que haya sufrido su corazén durante la cirugia, y son la
forma de valorar si el PIR es eficaz o no en la atenuacion/prevencion
del sufrimiento cardiaco durante la cirugia.

. ECG de 12 derivaciones (en las 24 horas posteriores al

procedimiento).

. Registro de los medicamentos cardiacos relevantes (no recibira
ninguno a los recomendados en la practica habitual).

. Ecocardiograma transtoracico para evaluar el funcionamiento de su
corazon (practica habitual). El ecocardiograma es una prueba no
invasiva, indolora e inocua que consiste en poner una sonda de
ultrasonidos sobre el térax para capturar imagenes y realizar
mediciones de su corazon.

. Registro de cualquier acontecimiento adverso.

Se podran obtener pruebas analiticas adicionales segun su evolucion
en el postoperatorio y el seguimiento.

Todas estas pruebas son los habituales después de un
procedimiento quirargico como el que se le va a realizar.

Pregunte al investigador principal sobre las actividades cotidianas
gue puede realizar en las distintas fases de la recuperacion.

Por favor, indigue a otros médicos que le traten de que participa en
un estudio clinico, de forma que puedan decidir el mejor tratamiento para
usted.

Visitas de seguimiento

Si decide participar en este estudio y cumple los requisitos para su
inclusibn en él, es muy importante que acuda a todas las Vvisitas
programadas. Estas visitas clinicas estan programadas para su
realizacion 1 mes y 3 meses despueés del procedimiento.

Durante estas visitas el investigador principal o la persona designada
le realizaran una exploracion fisica completa, se le interrogara sobre
posibles efectos adversos relacionados acaecidos entre las visitas y se
registrara la medicacion que esté consumiendo en ese momento.

¢, Cuales son los posibles riesgos y efectos secundarios?

Puede sufrir efectos secundarios durante el desarrollo del estudio. Se
vigilar4 atentamente a todos los participantes en el estudio para detectar
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posibles efectos secundarios. No obstante, los médicos no conocen todos
los efectos secundarios que podrian ocurrir y es posible que aparezcan
efectos secundarios distintos a los enumerados a continuacion. Los
efectos secundarios pueden ser leves o muy graves. Debe informar al
investigador principal acerca de cualquier efecto secundario que sufra
durante la participacion en el estudio de forma que se realice un
seguimiento correcto de su estado de salud.

Aqui resumimos algunos de los eventos adversos relacionados con
la cirugia que se le va a llevar a cabo, si bien estos no difieren de los
procedimientos habituales:

Complicaciones relacionadas con la cirugia:
1. <2% de incidencia: Muerte, accidente cerebrovascular (infarto o
hemorragia cerebral), shock, dehiscencia esternal (ausencia de
consolidacion del esterndn después de la cirugia), infeccion superficial de la
herida quirtrgica, infecciéon profunda de la herida quirdrgica dafio
inadvertido de la aorta 0 sus ramas, reintervencion urgente o emergente en
las horas siguientes a la intervencién.
2. 2-5% de incidencia: Hemorragia excesiva, infarto miocardico,
insuficiencia renal, sindrome de bajo gasto cardiaco (dificultad del corazén
para bombear sangre adecuadamente), coagulopatia (dificultad de la
sangre para interrumpir la hemorragia), presion arterial anormalmente baja
o alta, insuficiencia cardiaca congestiva aguda (fallo brusco del corazon
para bombear sangre que genera disnea o “falta de aire”).
3. >5% de incidencia: dolor toracico mecanico, insuficiencia respiratoria,
intubacién orotraqueal prolongada >24 horas (necesidad de mantenerlo
conectado a un respirador con un tubo en la boca), arritmias
supraventriculares (alteraciones del ritmo normal con el que se contrae el
corazoén), disfuncion neurolégica (no ACV) (dafio cerebral distinto al infarto
0 hemorragia cerebral, y por ende menos leve y normalmente, transitorio),
fiebre, infecciones leves, vomitos, nauseas, diarrea, estrefiimiento.

Complicaciones relacionadas con el PIR:
1. <1/1000 pacientes-afo: isquemia aguda de la extremidad donde se
aplique la presion que puede obligar a una cirugia de revascularizacion
urgente.
2. <1/100 pacientes-afio: hematoma o dolor en la zona de presion del
manguito de presion, dermatitis de contacto por el material del manguito de
presion.

Si experimenta un efecto secundario o una lesién que pudiera estar
relacionada con este estudio o si decide asistir a una visita no programada
para atencién médica por cualquier motivo, contacte con Maria Victoria
Acedo en el numero de teléfono 913303691 durante un dia laborable o en
el 913303000 por la noche o en fines de semana.
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¢,Cuales son los posibles beneficios de la participacion en este estudio
clinico?

No obtendra ningun beneficio directo por participar en este estudio.
El objetivo de este estudio es comprobar los posibles beneficios del PIR en
pacientes que van a ser sometidos a una intervencién como la suya para
asi recomendar o no su uso de forma sistematica.

¢ Es obligatoria mi participacion?

Su participacion en este estudio es completamente VOLUNTARIA. Si
decide participar, nos gustaria que continuara hasta el final del estudio,
independientemente de que el médico o usted consideren que tratamiento
ha sido efectivo. No obstante, podra retirarse del estudio en cualquier
momento, por cualquier motivo, sin perjuicio alguno para usted.

Si se retira del estudio después de que haya empezado, no se vera
afectada su relacion con el investigador principal o el centro, la atencion
meédica que reciba ni los servicios a los que tenga derecho.

El investigador principal o el promotor podran retirarle del estudio sin
Su consentimiento por cualquiera motivo. Los motivos pueden ser:

. Es lo mejor para usted.

. Porque no ha asistido a las visitas programadas.

. Porque no ha seguido las instrucciones del investigador.
. El estudio se ha interrumpido por cualquier motivo.

Si se retira o es retirado del estudio, el equipo de la investigacion
podra seguir utilizando la informacién que se haya obtenido como parte
del estudio entre la fecha en la que firmé el documento de consentimiento
y la fecha en la que retir6 su permiso. De este modo, se protege la calidad
de los resultados de la investigacion.

¢, Qué otras opciones tengo si decido no participar en este estudio?

No tiene que participar en el estudio para recibir tratamiento para su
enfermedad cardiaca. Si usted elige no participar en este estudio, el
investigador principal comentard con usted opciones de tratamiento
habituales, que son las mismas salvo por la aplicacion de PIR en el seno
del estudio; es decir: se le aplicard o no el PIR segun el criterio de su
cirujano o0 anestesiologo responsable mas alla de las necesidades del
estudio. Usted puede, independientemente del estudio que nos ocupa,
discutir con su cirujano este aspecto del tratamiento que va a recibir.

¢, Qué ocurre si aparece nueva informacion?

En ocasiones, durante el transcurso de un estudio aparece
informacion nueva acerca del tratamiento que se esta estudiando. Si esto
ocurre, el investigador le informard y comentard con usted si quiere
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continuar en el estudio.

Si decide retirarse, el investigador principal organizard la
continuacion de su atencion médica. Si decide continuar en el estudio, se
le pedira que firme un consentimiento informado actualizado.

¢Miinformacién médica seguird siendo confidencial?

Si otorga su consentimiento para participar en el estudio, el
investigador principal del estudio, las autoridades reguladoras locales, el
Hospital Clinico San Carlos, y/o el Comité Etico de Investigacion Clinica
de este centro podran auditar/revisar todos los documentos de su historia
clinica.

El investigador principal, o el personal con el que trabaja recopilaran
informacion personal sobre usted y la registrardn en documentos del
estudio especiales con un numero de identificacion Unico y sus iniciales,
sin indicar su nombre.

Sus datos relacionados con el estudio se introduciran en una base de
datos informatizada. Los datos obtenidos estaran compuestos por sus
antecedentes medicos, la informacion del procedimiento de implantacion
y la informacion médica obtenida durante el estudio clinico. El personal
autorizado por el promotor controlara y analizara estos datos.

Sus datos personales seran tratados de acuerdo con lo que dispone
la Ley Orgéanica 15/1999 de 13 de diciembre de Proteccién de Datos de
caracter personal, LOPD, vigente en Espafia).

Los datos obtenidos se utilizaran sin su nombre para evaluar los
resultados de la investigacion y podran utilizarse en el futuro en este o en
otros estudios. Sin embargo, no figurard su nombre ni ningln otro dato
gue pudiera identificarle en ningun informe o publicacion del estudio.

Autorizacion de uso y revelacién de informacion para fines de
investigacion.

¢ Qué tipo de informacidn se utilizara o compartira?

Su informacion médica relacionada con este estudio, incluidos entre
otros, datos demogréficos (como edad, género, etnia), exploraciones
fisicas y médicas, informacion referente al procedimiento quirdrgico o las
exploraciones ecocardiograficas, fotos y/o videos de la zona afectada,
analisis de sangre, registros relacionados con el estudio y otra informacion
obtenida durante el estudio se podran utilizar o revelar en relacion con
este estudio de investigacion.

Las siguientes personas tienen autorizacibn para utilizar y/o
compartir la informacion meédica relacionada con este estudio de
investigacion:

. El investigador principal y los subinvestigadores,

. El coordinador del estudio o el equipo de investigacion,
. Otros médicos o personal sanitario centro,

. Su médico de cabecera.
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Sus datos seran incluidos en un Fichero de Investigacion Clinica del Centro
(Hospital Clinico San Carlos), cuyo responsable es el centro, y su finalidad es
realizar estudios de investigacion. Puede ejercer los derechos de acceso,
rectificacion, cancelacion, oposicion de datos (ARCO) poniéndose en contacto
con el centro (Hospital Clinico San Carlos) y/o su investigador principal de
este estudio: Dra: Maria Victoria Acedo, en el teléfono 913303691.

¢Quién utilizara y recibira esta informacion?

Las personas incluidas en el parrafo anterior podran revelar informacién
meédica sobre usted a las siguientes personas y organizaciones para que la
utilicen en relacion con este estudio de investigacion:

. Hospital Clinico San Carlos

. Profesionales contratados, asesores médicos, analistas de datos y

estadisticos.

. Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC)

¢Por qué se utilizara y/o proporcionara esta informacion a otras
personas?

. Para realizar la investigacion,

. Para analizar los resultados y

. Para garantizar que la investigacion se esta realizando
correctamente.

Si firma este documento de consentimiento, da su permiso a las
personas citadas anteriormente para utilizar y compartir la informacién
médica sobre usted obtenida durante este estudio clinico. Su informacion
meédica unicamente se utilizara segun las declaraciones incluidas en este
documento de consentimiento y la legislacion aplicable.

Los resultados se podran presentar en congresos cientificos y se
podran publicar en revistas unicamente de forma andnima (no revelando
su identidad).

¢Puedo revisar o copiar mi informacion?

Podra revisar o copiar la informacion médica sobre usted después de
que haya finalizado la investigacion.

¢ Qué sucede si decido no autorizar la utilizacién y la divulgacién de
mi informacién médica?

No tendra que proporcionar su autorizacion para utilizar y compartir
su informacién médica, pero si no lo hace, no podra participar en este
estudio de investigacion.
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¢ Puedo retirar o revocar (cancelar) mi autorizacién?

Si decide interrumpir su participacion en el estudio o si se retira del
estudio, puede revocar (cancelar o modificar) su autorizacion en cualquier
momento.

Puede revocar su autorizacion enviando una notificacion por escrito
al investigador principal. Si retira su autorizacién, no podra continuar en
este estudio.

A partir del momento en que retire su autorizacidén, no se recopilara
informacion nueva sobre su salud susceptible de identificarle. La
informacion que se haya obtenido hasta entonces se podra seguir
utilizando y se podra entregar a otras personas.

¢ Cuales son los costes de la participacion en este estudio?

Su participacion en este estudio no tendra ningun coste para usted;
tampoco se le pagara por participar en este estudio.

Cualquier suministro, visitas a consulta, exploraciones vy
procedimientos descritos en este documento de consentimiento que sean
necesarios para el estudio y que no formen parte de la atencion sanitaria
habitual para su enfermedad se le proporcionaran sin coste alguno para
usted.

¢ Qué sucede si sufro lesiones debido a mi participaciéon en el
estudio?

Si sufre alguna lesion mientras participa en este estudio, recibira
tratamiento médico, incluidos el tratamiento de emergencia y atencién de
seguimiento.

Si sufre alguna lesion relacionada directamente con la participacion
en este estudio, el Hospital Clinico San Carlos se hara cargo de los costes
de su atencion en dicho centro.

En caso de que sufra alguna lesidon, contacte con el investigador
principal y este contactara con el promotor.

¢ Quién organiza y financia la investigacion?

Los investigadores principales son: la Doctora Maria Victoria Acedo
(anestesidloga), el Doctor Juan Carlos Martin Benitez (médico de la
Unidad de Cuidados Intensivos) y los Doctores Luis Carlos Maroto y
Manuel Carnero (cirujanos cardiacos).

¢ Quién puede responder a mis preguntas sobre el estudio?

Si tiene cualquier problema, reclamacion o pregunta relacionados
con este estudio de investigacion o si cree que podria haber sufrido alguna
lesidbn como resultado de la participacion en este estudio, contacte con
Maria Victoria Acedo en el 913303697 0 913303000 (24 horas).

Si tiene alguna pregunta acerca de sus derechos como participante
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en una investigacion, o si tiene alguna duda, preocupacion o queja sobre

la investigacion, puede contactar con:

= Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital Clinico San Carlos.

= El Comité Etico de Investigacion Clinica esta formado por un grupo de
personas que llevan a cabo una revision independiente de la
investigacion.

= El Comité Etico de Investigacion Clinica no podra responder a algunas
preguntas especificas del estudio, como preguntas sobre las citas. Sin
embargo, podra contactar con el Comité Etico de Investigacién Clinica
si no puede contactar con personal del estudio o si desea hablar con
alguien que no forme parte del personal de la investigacion.

No firme este consentimiento si no ha tenido la oportunidad de

plantear sus preguntas y no ha recibido una respuesta satisfactoria.

Si acepta participar en este estudio, recibira un ejemplar firmado y fecho

de este documento de consentimiento para que lo conserve.
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Consentimiento para participar
Mediante mi firma, afirmo que:

He leido completamente este documento de consentimiento. El
investigador o el subinvestigador designado me ha explicado este estudio
y ha revisado este documento de consentimiento conmigo. Me han
contestado todas mis preguntas satisfactoriamente. Acepto participar de
forma voluntaria en el estudio clinico. Entiendo que recibiré una copia
firmada de este documento de consentimiento para que pueda consultarlo
en cualquier momento.

Autorizo el uso y la divulgacion de la informacion sobre mi salud a las
personas que se enumeran en el apartado dedicado a la autorizacion del
presente documento de consentimiento con la finalidad descrita.

Al firmar este documento de consentimiento, no renuncio a ninguno
de mis derechos legales.

Nombre del paciente Firma Fecha

Declaracion

Confirmo que se ha explicado el estudio de investigacion en su
totalidad al paciente. He revisado el documento de consentimiento con el
paciente y he respondido sus preguntas. Parece que el paciente ha
entendido la informacién y ha respondido a las siguientes preguntas
correctamente:
1. ¢ Cual es el objetivo de este estudio?
. Si decide participar en el estudio, ¢qué se le pedira que realice?
. ¢,Cual es el posible beneficio de participar en este estudio?
. ¢,Cuales son los posibles riesgos de participar en este estudio?
Si decide no participar en este estudio, ;qué opciones tiene?
. ¢Le acarreara algun gasto su participacion en el estudio? En caso
aflrmatlvo ¢qué tendra que pagar?
7. ¢ Tiene que participar en este estudio?
8. Si decide participar en el estudio, ¢ puede abandonarlo cuando usted lo
decida?

c»_cn.hou\)

Nombre en mayusculas y firma de la persona a cargo encargada de
explicar el consentimiento informado. Fecha.

Nombre en mayusculas y firma del investigador® (si es diferente del
anterior). Fecha

*El investigador principal o un subinvestigador formado para el
estudio.
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ANEXO 5: INFORME DICTAMEN PROTOCOLO FAVORABLE DECOMITE
DE ETICA DEL HCSC
Informe Dictamen Protocolo Favorable

n C.P. PIR-CABG - C.I. 15/323-E
] 18 de Junio de 2015

-
"‘ Hospital Clinico San Carlos

CEIC Hospital Clinico San Carlos

Dra. Mar Garcia Arenillas
Presidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Clinico San Carlos en su reunion del dia 17/06/2015, acta 6.2/15 ha evaluado la
propuesta del promotor/investigador referida al estudio:

Titulo: “EFECTO DEL PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO REMOTO SOBRE LA LESI on
MIOCARDICA PERIOPERATORIA, EN CIRUGIA DE REVASCULARIZACION MIOCARDICA SIN
CEC”

Que en este estudio:

o Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del
estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

o Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

o La capacidad del investigador y los medios disponibles son adecuados para llevar a cabo el
estudio.

o El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto de los
postulados éticos.

o Se cumplen los preceptos éticos formulados en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion
Médica mundial sobre principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos y en sus
posteriores revisiones, asi como aquellos exigidos por la normativa legal aplicable en funcion de las
caracteristicas del estudio.

Es por ello que el Comité informa favorablemente sobre la realizacién de dicho proyecto por la Dra. M2
Victoria Acedo Diaz-Pache como investigadora principal en el Servicio de Anestesiologia y Reanimacion,
del Hospital Clinico San Carlos.

Lo que firmo en Madrid, a 18 de Junio de 2015

——

- T
‘l‘ ~San Carlos
wstgacky’

Comith E¥co 38

Dra. Mar Garcia Arenillas
Presidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos

Hospital Clinico San Carlos
Doctor Martin Lagos, s/n. Madrid 28040 Madrid Espafa

Tel. 91 330 34 13 Fax. 91 330 32 99 Correo electrénico ceic.hcsc@salud.madrid.org
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ANEXO 6: CERTIFICADO DE PRESENTACION COMO COMUNICACION

CORTA EN EL CONGRESO EUROPEO DE CIRUGIA CARDIACA 2017

3T"EACTS

Annual Meeting

Vienna, Austria

CERTIFICATE OF ATTENDANCE
We hereby certify that

Monica G2 Bouza
attended the

315t EACTS Annual Meeting

Sunday 8 - Wednesday 11 October 2017
Vienna, Austria

And made the following presentation

Effect of remote ischemic preconditioning on myocardial injury after

off-pump coronary artery bypass graft: unicentric randomized trial
M. G2 Bouza (1) ; B. Ramchandani. (1) ; D. Pérez Camargo (1) ; L. Montero Cruces (1) ; E. Villagran (1) ; M.
Carnero Alcazar (1) ; F. Reguillo, (1) ; L. Maroto, (1)
(1) Cardiac surgery, Clinico San Carlos Hospital, Madrid

JM oo

D Pagano 11/10/2017
Secretary General Date
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