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ACVA: Accidente cerebrovascular.
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FE: Fraccion de eyeccion.
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NS: No significativo.
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1. INTRODUCCION
1. Concepto, epidemiologia y fisiopatologia de la fibrilacion auricular.

La fibrilacion auricular (FA) se define como la despolarizacion
desorganizada de las auriculas como consecuencia de la fragmentacion de la
activaciéon en multiples frentes, que determina un patréon irregular de ondas

auriculares en el electrocardiograma’2.
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Figura 1. Incidencia y prevalencia de la FA (Rudolf M, Lip G, Backhshi L et al 5).
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Es la taquiarritmia supraventricular mas frecuente con una prevalencia
en la poblacién general de aproximadamente el 1%(Fig.1). Ademas su
frecuencia aumenta con la edad, de manera que el 6% de los mayores de 65
afios y el 10% de los mayores de 80 afios la presentan®'>. La incidencia anual
es aproximadamente del 0.1% al afio en los menores de 40 anos y del 2% al
ano en los mayores de 80. En los pacientes sometidos a cirugia cardiaca la
incidencia de FA preoperatoria es aun mayor: 30-60% de los pacientes
sometidos a cirugia mitral, 15-20% de los sometidos a cirugia valvular aédrtica y

1-4% de los pacientes sometidos a cirugia coronaria. Se calcula que en el afno



2020 mas de 9 millones de estadounidenses tendran FA, siendo el 50% de
ellos mayores de 80 afios®.

Se trata de una patologia multifactorial, que la mayoria de las veces
se inicia como una enfermedad paroxistica o intermitente y que evoluciona con
el tiempo a una forma crénica o permanente. La American Heart Association, el
American Collage of Cardiology (ACC) vy la European Society of
Cardiology(ESC) clasifican la FA en 4 tipos en funcién de su evolucion® (Fig. 2):

1. Primer episodio de FA.

2. FA paroxistica: 2 o mas episodios que revierten espontaneamente a
ritmo sinusal (RS) antes de 7 dias.

3. FA persistente: Dura mas de 7 dias, no revierte espontaneamente a
RS pero si lo hace con farmacos antiarritmicos o cardioversion
eléctrica.

4. FA permanente: El ritmo de base del paciente es la FA.
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Figura 2. Clasificacién de la FA .

Ademas de la edad son factores de riesgo para su aparicion la

hipertension arterial, la cardiopatia isquémica, las miocardiopatias, las



valvulopatias, el hipertiroidismo, la diabetes mellitus, la cirugia toracica, la
pericarditis, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica y el alcohol, entre
otros®'®. En hasta un 30% de los casos no se identifica un factor
desencadenante claro.

Su presencia duplica la mortalidad cardiovascular y de cualquier causa
y multiplica por 2-5 el riesgo de accidente cerebrovascular (ACVA). Los ACVAs
relacionados con la FA tienen mayor mortalidad, el déficit es mas severo y la
recurrencia mas frecuente. Los pacientes sometidos a cirugia cardiaca con FA
preoperatoria tienen mayor mortalidad hospitalaria y menor supervivencia en el
seguimiento 28,

Las FA produce su efecto deletéreo a través de 3 mecanismos: el latido
cardiaco rapido e irregular (produce incomodidad y ansiedad, y puede
evolucionar a miocardiopatia), la pérdida de la contraccién auricular (determina
una caida del gasto cardiaco) vy la estasis sanguinea auricular (riesgo de
tromboembolismo). Cualquier tratamiento aplicado deberia ser capaz de
corregir estas 3 alteraciones para eliminar la morbimortalidad asociada a la
arritmia. La cirugia a través de la técnica de Cox-maze y sus variantes actua
sobre los 3 mecanismos con unas tasas de éxito superiores al 90%,
constituyéndose asi en el patrén oro de los tratamientos de la FA?°. En general
es mas facil de curar en sus primeros estadios (tanto en su variante aislada

como en las formas asociadas a cardiopatia estructural) y las formas aisladas

(frente a las asociadas a cardiopatia estructural).



1.2 El sistema de conduccién. Sistema nervioso vegetativo cardiaco.

El sistema de conduccion es un tejido muscular especializado
responsable de la iniciacion y diseminacién del latido cardiaco. Sus
componentes son el nodo sinusal, el nodo auricula-ventricular, el haz de His y

las fibras de Purkinje®**" (Fig.3).
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Figura 3. El sistema de conduccioén.

1.2.1 El nodo sinusal.

Descrito por Keith y Flack en 1907 es el inicio del sistema de
conduccién. Es el encargado en condiciones normales de generar el ritmo
cardiaco. Se localiza en el subepicardio de la parte anterior y superior de la
auricula derecha (AD), en la union entre la cava superior y la orejuela. Tiene un
tamafo de unos 15 x 5 x 1.5 mm. Consta de miocitos especializados, que son

algo mas pequefios que los contractiles, en haces entremezclados en una



matriz de tejido conectivo. En la periferia del nodo las células especializadas se
mezclan con los miocitos contractiles. Es irrigado por la arteria sinusal, que en
el 60% de los casos es rama de la arteria coronaria derecha. La inervacion es
fundamentalmente por fibras parasimpaticas, siendo las simpaticas
principalmente para los vasos sanguineos.

La transmision del impulso eléctrico hacia el nodo auriculoventricular se
realiza de manera preferencial a través de 3 vias, sin que claramente se halla
podido definir unos tractos especializados. Son el haz intermodal anterior (que
da a su vez el haz de Bachmann para la auricula izquierda), el haz intermedio o
de Wenckebach y el haz posterior o de Thorel. Estas vias preferenciales

estarian condicionadas mas por la geometria o anatomia que por la histologia.

1.2.2 El nodo auriculoventricular.

Es la via de paso del impulso eléctrico desde las auriculas a los
ventriculos, siendo su funcion retrasar el impulso eléctrico. Se localiza en el
lado derecho del tabique interauricular (porcibn muscular del septo
atrioventricular), en el vértice del llamado triAngulo de Koch. Dicho triangulo
esta delimitado por la desembocadura del seno coronario, el tendén de Todaro
y el anillo tricuspide. Tiene un tamafio de unos 1 x 3 x 6 mmy en el 90% de los
casos recibe la irrigacion desde la coronaria derecha. Desde un punto de vista

histoloégico es muy similar al nodo sinusal.



1.2.3 El haz de His.

Es la continuacién anatéomica del nodo auriculoventricular cuando
atraviesa el cuerpo fibroso del corazén a través del trigono derecho, actuando
como el transmisor del impulso eléctrico hacia los ventriculos. A dicho nivel
presenta un diametro de aproximadamente 1 mm. Transcurre entre el borde
posteroinferior del septo membranoso y la cresta del septo interventricular
muscular, desplazado hacia el lado izquierdo en el 80% de los casos. Esta
aislado de las células contractiles por una envoltura de tejido conectivo. Se
bifurca muy cerca de la valvula adrtica (a 6-20mm), bajo la comisura entre el
velo no coronario y el velo derecho, dando lugar a las ramas derecha e
izquierda del haz de His, que transcurren por el subendocardio de la porcion
septal de los ventriculos derecho e izquierdo. La rama derecha transcurre bajo
el papilar septal y se dirige por la banda moderadora hacia el papilar anterior, y
desde ahi se ramifica para alcanzar la pared libre del ventriculo derecho. La
rama izquierda se subdivide en 2 6 3 ramas para distribuir el impulso en el

ventriculo izquierdo.

1.2.4 Fibras de Purkinje.

Constituyen una red subendocardica en ambos ventriculos de
disposicion eliptica, que interconectan las fibras terminales del haz de His,
permitiendo la transmision casi simultanea del impulso. Su concentracién es
menor en la base de los ventriculos y la punta de los papilares, y penetran sélo

en el tercio interno de la pared ventricular. Estan en intimo contacto con las



células contractiles, sin tejido aislante, de manera que permiten el paso del

impulso eléctrico del sistema de conduccion a los miocitos.

1.2.5 El sistema nervioso vegetativo cardiaco.

El corazén recibe inervacién tanto del sistema nervioso vegetativo
simpatico como del parasimpatico®®. La inervacion simpatica se produce a
través de los nervios cardiacos cervicales (superior, medio e inferior,
provenientes de los ganglios cervicales superior, medio e inferior 6 estrellado) y
los nervios toracicos (provenientes de los 7 primeros ganglios toracicos). La
inervacion parasimpaticos proviene del nervio vago a través de sus ramas
superior, media e inferior. Los nervios autondémicos alcanzan el corazon por la
cara ventral y dorsal de los troncos supraadrticos y el cayado, aunque en el
lado derecho predominan ventralmente. En el la superficie del corazon existen
multiples ganglios nerviosos interconectados entre si a través de una
complicada red de nervios, localizandose principalmente en cara superior y
posterior de la AD, caras superior, posteromedial y posterolateral de la auricula
izquierda (Al), raiz adrtica, origen de arterias coronarias y sus principales
ramificaciones. La activacion tanto del sistema simpatico como del
parasimpatico produce una serie de cambios en la electrofisiologia auricular

que facilitan la induccion de FA.



1.3 Mecanismos de la FA.

1.3.1 Conceptos basicos.

Como regla general para el establecimiento de la FA necesitaremos un
evento promotor (trigger) y un substrato favorecedor®. Actuarian con triggers
los extrasistoles auriculares, cambios en la tension de la pared auricular
izquierda, cambios en el tono autondmico...etc y como sustrato favorecedor la
inflamacion y fibrosis de la pared auricular. Este sustrato favorecedor
condiciona cierto grado de disfuncion eléctrica auricular (velocidad de
conduccion lenta y dispersién de los periodos refractarios) que facilita la
perpetuacion de la arritmia. Existen ademas una serie de factores moduladores
que facilitan o dificultan la puesta en marcha de los mecanismos. Estos
factores moduladores incluyen la edad, factores genéticos, hormonales, estado
proinflamatorio, obesidad...etc. En la FA paroxistica dominan los eventos
promotores, mientras que en la FA crénica probablemente los triggers pasan a
un papel secundario dominando la alteracion de la pared auricular (Fig. 4). De
esta manera para “curar’ la FA paroxistica bastaria con aislar la regién
auricular que origina los triggers, que en el 90% de los casos se encuentra en
el interior de las venas pulmonares. Por el contrario probablemente esto no sea
suficiente para tratar la FA crénica, donde habra que actuar ademas sobre el

sustrato auricular.
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Figura 4. Tipo de FA y mecanismo (Wise GH, Gersh BJ?).

1.3.2 Mecanismo electrofisiolégico.

A pesar de los avances en los ultimos afos todavia estamos lejos de

comprender los mecanismos intimos de esta arritmia’®*.

Los primeros
estudios realizados en los afios 50 defendian el origen focal, con posterior
fragmentacion del impulso al ser incapaz el miocardio auricular de conducir
regularmente a frecuencias muy altas. Moe en los afios 60 desarrollo la
hipétesis de la reentrada de multiples frentes de onda a partir de un modelo
matematico®®, comprobada posteriormente de manera experimental por
Allessie*®. En un contexto de cantidad suficiente de tejido, periodo refractario
corto y desigual y velocidad de conduccion lenta la FA era capaz de auto
perpetuarse a través de varios circuitos de macro reentrada simultaneos. En los
ultimos afios ha renacido la teoria focal a partir del trabajo de Haisaguirre*',
que mostraba la aparicién de episodios de FA paroxistica como consecuencia
de la presencia de descargas rapidas provenientes principalmente de las venas

pulmonares. Estos focos se localizan en lenguetas de miocardio auricular que

penetran en la parte proximal de las venas pulmonares y de la cava superior



(Fig. 5). Estas evaginaciones aparecen en mas del 90% de las venas

pulmonares, penetrando hasta unos 35mm mas alla del ostium de la vena.
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Figura 5. Relacion entre las leguetas musculares de las venas pulmonares, ganglios nerviosos

(amarillo) y ligamento de Marshall y seno coronario (azul) (Calkins et als).

Un tercer mecanismo propuesto por Jalifé seria la presencia de un rotor
estable en un punto del miocardio auricular, cuya conduccion fibrilatoria
produciria la arritmia*’. Probablemente no exista un Unico mecanismo
electrofisiolégico que explique todas las FA e incluso pueden variar en el
tiempo en un mismo paciente. La FA abarca un amplio espectro de substratos y
mecanismos arritmicos que van desde los puramente eléctricos (como por
ejemplo la FA del Wolf-Parkinson-White) a los predominantemente
estructurales (como la FA en la valvulopatia mitral) aunque en la mayoria de los
casos no es posible identificar un mecanismo claro, estando casi siempre
presenta un mayor o menor grado de de remodelado estructural. En la mayoria
de los pacientes diagnosticados de FA aislada concurren una serie de factores

como la obesidad, la hipertension arterial, la diabetes, entre otros, que son los



causantes de un remodelado estructural, siendo la FA la consecuencia tardia

de ese proceso.

1.3.3 Remodelado auricular.

Los episodios de FA van produciendo un remodelado auricular no sélo
anatémico, sino también funcional que determina la perpetuacion de la arritmia

convirtiéendola en crénica y no necesitando ya de los triggers para su

mantenimiento*® (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos de la FA. Remodelado y factores moduladores (Wise GH, Gersh BJ?).

El remodelado no sélo es consecuencia de repetidos episodios de FA,
sino que también actua como intermediario en la cascada de eventos que
llevan al desarrollo de la FA. Los principales inductores de la puesta en marcha
de los mecanismos de remodelado son la taquicardia, la sobrecarga de
volumen y la sobrecarga de presion. Estos producen una respuesta adaptativa

del miocito en un intento de mantener la homeostasis frente a la “agresion”.



Esta respuesta adaptativa incluye:
1. Cambios estructurales:
- Dilatacién auricular.
- Hipertrofia de miocitos.
- Fibrosis intersticial.
- Cambios degenerativos: edema, picnosis nuclear, pérdida
celular...
- Cambios en proteinas estructurales: Paso del isobmero a de la
cadena pesada de la miosina (rapido) al isémero (3 (lento).
- En el remodelado inducido por taquicardia no aparecen signos
de degeneracion celular, y no se modifica el n® de miocitos ni
la cantidad de tejido conectivo. Por el contrario se observa
miolisis, depdsitos de glucdégeno y aumento en el numero y
tamano de las mitocondrias.
2. Cambios en las propiedades electrofisiolégicas: Son
consecuencia de los cambios estructurales y también de alteraciones en
los canales ionicos. La dilatacidn auricular produce inestabilidad eléctrica
con acortamiento del periodo refractario y la fibrosis asociada favorece la
reentrada, mientras que el aumento de presion intraauricular hace que
los miocitos se despolaricen con mas facilidad. En el remodelado
inducido por taquicardia se produce un descenso en el n° de canales L
del calcio, que determina una sobrecarga de calcio en el citosol, con
acortamiento del periodo refractario y del potencial de accion. De esta
manera se facilita la reentrada como mecanismo de la FA. En el

remodelado inducido por sobrecarga de volumen o presion, apenas se



modifican los canales del calcio, y el periodo refractario no se acorta. Por

el contrario disminuyen mas las corrientes de potasio y las de

sodio/calcio, sin modificarse la duracion del potencial de accion.

3. Cambios en el metabolismo: Cambia la principal fuente de energia

de los miocitos, pasando de la beta oxidacion de los acidos grasos a la

glicdlisis. Determina una menor disponibilidad de energia y por ello una
menor eficacia contractil. Como consecuencia se produce el cambio
antes descrito en la miosina.

4. Transtornos neurohormonales: Se produce un aumento de la

secrecion de péptido natruirético atrial (ANP) y de péptido natriurético

cerebral (BNP) de origen cardiaco como respuesta adaptativa de la
auricula izquierda intentando corregir la alteracion hemodinamica y la
progresion del remodelado aunque su efecto se ve limitado por la

fibrosis. También se elevan los niveles de angiotensina Il, aldosterona y

B-TGF, que contribuyen al remodelado por su efecto proliferativo,

proinflamatorio, profibrosis y protrombético.

El remodelado auricular es un proceso reversible, al menos en las
primeras fases. El tamafio y la funcion auricular pueden mejorar con algunos
farmacos (inhibidores de la enzima de conversion, bloqueantes de los
receptores de angiotensina, bloqueantes de los receptores de aldosterona,
simvastatina...), tras la restauracion del ritmo sinusal (por cardioversién
eléctrica, ablacion percutdanea o ablacidon quirurgica) o tras la cirugia mitral.
Parece l6gico que actuando de manera precoz sobre los factores precipitantes
del remodelado estructural se tendria un impacto mucho mayor sobre el

prondstico de estos pacientes que con el tratamiento dirigido exclusivamente a



actuar sobre los mecanismos eléctricos (farmacos antiarritmicos, cardioversion
eléctrica, ablacion de focos ectdpicos), que actua mas bien como algo paliativo

y con frecuencia transitorio.

1.4. Tratamiento médico. Control del ritmo versus control de la frecuencia.

Anticoagulacion.

Distintos ensayos clinicos realizados en los ultimos afos no han
encontrado diferencias en la morbimortalidad en el seguimiento entre pacientes
asignados a control del ritmo (con farmacos y cardioversion eléctrica) frente a

los asignados al control de la frecuencia**®’

. Sélo con farmacos y/o con
cardioversiones eléctricas es dificil mantener de manera eficaz el ritmo sinusal
entre otras cosas porque no estamos actuando sobre la patologia de base que
muchas veces es la causa de la arritmia. Ademas los farmacos antiarritmicos
no estan exentos de efectos secundarios tanto a nivel cardiaco (depresion de la
funcidon  ventricular, efecto  proarritmogénico) como  extracardiaco
(hepatotoxicidad, alteraciones tiroideas, fibrosis pulmonar...etc). Por el contrario
los farmacos utilizados para el control de la frecuencia (digitalicos,
betabloqueantes y calcioantagonistas) presentan un perfil de seguridad mucho
mayor. Ademas aunque tedricamente los pacientes se mantengan en ritmo
sinusal, los episodios de fibrilacidon auricular paroxistica son muy frecuentes de
manera que no podemos suspender la anticoagulacion oral, pues el riesgo de

tromboembolismo se mantiene similar al de los pacientes en fibrilacion

auricular.



El unico tratamiento que disminuye el riesgo de accidente embdlico es el
tratamiento anticoagulante*®. Todos los pacientes con FA y 1 6 mas factores de
riesgo para eventos tromboembdlicos (embolia previa, hipertensién arterial,
edad>75 afos, disfuncidn ventricular izquierda, valvulopatia reumatica, protesis
valvular) deben recibir tratamiento anticoagulante para un nivel de INR 2.0-3.0.
A pesar de ello se estima que s6lo el 50% de los pacientes con indicacion la
reciben. Ademas este tratamiento no esta exento de riesgos, siendo el principal
el de sangrado mayor, incluyendo el ictus hemorragico (2.2/100 pacientes-ano).
El riesgo de embolia disminuye, pero no desaparece (2.4/100 pacientes-afio).
Ademas una cosa es el nivel de anticoagulacion tedrico y otra es el real.
Incumplimiento del paciente, interacciones medicamentosas, transgresiones
dietéticas...etc. hacen que un porcentaje importante de pacientes estén con

frecuencia fuera del rango terapéutico.

1.5 Tratamiento percutaneo.

Cuando el origen de la FA se debe a la presencia de un foco ectopico en
la Al las técnicas percutaneas consiguen la eliminacién de la arritmia en un alto
porcentaje de los pacientes. Los resultados van a venir condicionados por el
grado de sintomatologia (a mayor sintomatologia, mayor beneficio), el peso del
mecanismo focal en su génesis y mantenimiento, el tamafo auricular izquierdo,
la ausencia de cardiopatia estructural y la experiencia del equipo de
electrofisiologia.

Aunque la mayoria de los grupos utilizan la radiofrecuencia como fuente

de energia, hay mas variabilidad en cuanto al patrén de lesiones realizado (Fig.



7). La técnica tedricamente mas sencilla seria la de la ablaciéon del foco
ectépico*’. El problema es que no siempre es facil de identificar y con
frecuencia son varios los focos. Ademas al aplicar radiofrecuencia dentro de las
venas pulmonares existe el riesgo de producir estenosis de las mismas. Dado
que la mayoria de los focos se encuentran dentro de las venas pulmonares la
técnica mas utilizada es el aislamiento eléctrico de las venas pulmonares®®
que aunque mas segura y eficaz también es mas compleja técnicamente. La

tercera posibilidad es la ablacion anatomica de la AI*®

, en la que al
aislamiento de las venas pulmonares se asocian una serie de lineas en la
pared libre de la auricula, buscando imitar al patron de lesiones de la técnica de
Cox-maze. Es probable que gran parte del éxito obtenido con esta técnica esté
en relacidon con la gran destruccion de tejido auricular que produce y la lesién
inducida sobre plexos nerviosos autondmicos de la pared posterior de la
auricula. Durante la FA las zonas de la Al con electrogramas auriculares
complejos y fraccionados representan regiones con conduccién lenta y puntos
de giro de las ondas de reentrada, de manera que la ablaciéon de zonas con
electrogramas fraccionados®® elimina areas probablemente criticas para el
mantenimiento de la arritmia. En general la tendencia es que a mayor

complejidad de la arritmia (FA persistente, presencia de cardiopatia

estructural,...etc.) mas extensa es la ablacion.



Figura 7. Distintos patrones de ablacion percutanea. A: Aislamiento de venas pulmonares.

By C: Ablacion anatémica. D: Ablacién de focos ectopicos (Calkins et al°).

La mayoria de los pacientes sometidos a ablacion percutanea son
pacientes muy sintomaticos con FA paroxistica, siendo el principal beneficio de
la técnica la mejoria de la clinica, con una disminucidén muy significativa de los
episodios de palpitaciones. Curiosamente esa mejoria de la sintomatologia no
siempre va asociada a una disminucion de la carga arritmica, posiblemente
debido al papel de la denervacion cardiaca asociada y al efecto placebo. En la
FA paroxistica la tasa de éxito se situa en torno al 70-80%, siendo esta tasa
menor cuando los episodios son persistentes y la FA es de larga duracién. Es

importante sefialar que la mayoria de los pacientes no presentan cardiopatia



estructural, la FA es paroxistica, la duracion de la misma es corta y la auricula
no suele estar dilatada. Ademas no debe olvidarse que es un procedimiento
largo, dificil, con tiempo de exposicién a radiacion prolongado y no exento de
morbilidad. Todo ello hace que no esté justificada su aplicacion a pacientes
poco sintomaticos o con aceptable respuesta al tratamiento farmacoldgico. Las
guias de la AHA/ACC/ESC consideran la ablacién percutanea como el
tratamiento de eleccion en pacientes con FA paroxistica sintomatica que no

responden a los farmacos antiarritmicos®.

1.6 Tratamiento quirurgico.

1.6.1 Evolucion historica.

La primera técnica fue el aislamiento de la Al, descrita por Cox en 1980.
Mediante una serie de incisiones quirurgicas se aislaba eléctricamente la Al del
resto del corazon. La Al por tanto seguia en FA, pero la AD recuperaba el
ritmo sinusal, de manera que el gasto cardiaco mejoraba, y la frecuencia
cardiaca era ritmica. Al continuar la auricula izquierda en FA, persistia la
estasis sanguinea y por lo tanto el riesgo de embolia.

Otra técnica de “aislamiento” es la ablacion del nodo AV seguida del
implante de un marcapasos VVI®?. La fibrilacién queda confinada en las
auriculas, obteniéndose un ritmo cardiaco regular a través de la estimulacidn

permanente del ventriculo derecho. La estasis sanguinea persiste asi como la

pérdida del latido auricular.



La técnica del corredor 6 pasillo fue descrita por Guiraudon en 1985°%.
Consistia en aislar una banda de miocardio auricular que conecta el nodo
sinusal con el auriculo-ventricular a través del septo interauricular, de manera
que el impulso eléctrico sinusal se transmite directamente al nodo AV sin pasar
por las auriculas, que permanecen en FA pero eléctricamente aisladas del
resto del corazén. De esta forma sélo se conseguia corregir el ritmo irregular,
pero la ausencia del latido auricular y la estasis sanguinea continuaban.

Partiendo de la hipétesis de que la FA era consecuencia de macro
reentradas alrededor de las venas pulmonares y de la orejuela izquierda el
grupo de James Cox estudid distintas posibilidades técnicas con diversas
incisiones en la Al en un modelo canino®. La primera técnica desarrollada fue
el aislamiento de las venas pulmonares, que curiosamente no tuvo ningun
efecto en dicho modelo experimental. Diversas modificaciones del patron de
incisiones llevaron a la llamada transeccién auricular. Esta consistia en realizar
una incisién por el techo de ambas auriculas desde el anillo mitral lateral hasta
el anillo tricuspide por la pared lateral de la AD y con una prolongacion a través
del septo interauricular hasta el tendon de Todaro. Aunque los resultados
fueron excelentes en el modelo animal no sucedioé lo mismo en su aplicacién

clinica.

1.6.2 Técnica de Cox- maze.

Los estudios experimentales y clinicos con mapeo epicardico biauricular
del grupo de Cox mostraron que en todas las FAs y flutters subyacia un

mecanismo de macro reentrada. En ninguno de los casos se encontraron micro



reentradas ni automatismo como mecanismos iniciadores ni perpetuadores de
la arritmia. Ademas dichos circuitos de macro reentrada eran fugaces e
imposibilitaban realizar la cirugia guiada con registros on-line, por lo que el
objetivo de la técnica quirdrgica debia ser impedir el establecimiento de
cualquiera de los tedricos circuitos. Esto se consiguié dividiendo la auricula en
pequenas secciones, permitiendo ademas que el nodo sinusal tomara el ritmo
del corazén y despolarizara ambas auriculas, recuperando la funciéon de
trasporte de las mismas y evitando el éxtasis sanguineo. Las auriculas se
convertian en un auténtico laberinto (maze) para el impulso eléctrico, con una
Unica salida que impedia el establecimiento de la arritmia.

Tras comprobar la eficacia de la técnica en el modelo canino para abolir
tanto la FA como el flutter, se aplicé por primera vez a un paciente el 25 de
septiembre de 1987%°. La técnica original se llamé el maze | pero hubo de
modificarse al causar una disminucién importante de la respuesta cronotropa y
un retraso de la activacién auricular izquierda con respecto a la derecha
(legaba a los 140ms cuando lo normal es 40) que la hacia coincidir
practicamente con la ventricular. Los estudios electrofisiolégicos realizados
mostraron la existencia de un area en torno al nodo sinusal anatémico llamada
complejo de marcapasos auricular. Se trata de una porcion de miocardio
auricular de 2-5cm desde la que se origina el impulso auricular. En funcién de
la frecuencia cardiaca y del estimulo el punto desde el que se origina el ritmo
sinusal cambia, siendo cada vez mas alto segun la frecuencia cardiaca va
siendo mayor. La respuesta cronotropa anormal era consecuencia de que una

de las incisiones pasaba por delante de la cava superior, a través de esta area.
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Figura 8. Maze Ill. LAA: orejuela izquierda. LSA: arteria sinusal izquierda. RSA: arteria sinusal dereccha. SCV:
vena cava superior. RAA: orejuela derecha. PSA: arteria sinusal posterior. SN: nodo sinusal. IVC: vena cava
inferior. MV: valvula mitral. TV: valvula tricispide. FO: fosa oval. En azul las lesiones de crioablacion (Bando et

al™).

El retardo en la conduccidn interauricular se debia a que la incisién en el septo
era muy anterior y afectaba al haz de Bachmann, via de conduccién
interauricular preferencial. Las modificaciones realizadas dieron lugar al maze
Il. Aunque se resolvio el problema era bastante mas compleja desde el punto
de vista técnico (obligaba a seccionar completamente la cava superior) por lo

que hubo de modificarse nuevamente dando lugar al maze /Il que es la técnica



actual de referencia en el tratamiento quirdrgico de la FA®® (Figura 8). Se habla
de maze IV para referirse al maze Ill en el que las lesiones se realizan con

radiofrecuencia en vez de con incisiones.

1.6.3 Resultados.

El grupo de Cox sobre 308 pacientes operados tiene una mortalidad
hospitalaria del 2.9% estando el 98% de los pacientes en RS a los 8 afios®’. La
complicacion postoperatoria mas frecuente son las arritmias supraventriculares,
que sucedieron en el 37% de los pacientes. Probablemente en el
postoperatorio inmediato la inflamacioén local y otros factores determinan que
los periodos refractarios auriculares sean temporalmente mas cortos de
manera que los circuitos de macrorreentrada pueden ser mas pequefos y
caber asi entre las incisiones del maze. Esta es una de las razones por la que
los resultados son peores en auriculas muy grandes, de manera que parece
aconsejable en estos casos asociar alguna técnica de reduccion auricular para
que las incisiones estén lo suficientemente préximas como para impedir el
establecimiento de los circuitos de macrorreentrada®®. Aunque en el 15% de los
pacientes ha sido necesaria la implantacion de un marcapasos la mayoria de
ellos presentaban una enfermedad del seno de base.

Al comparar los resultados distinguiendo entre FA aislada y FA asociada
a valvulopatia los resultados han sido similares con un 98% y 96% en RS a los
5 afos. Ademas del mantenimiento del ritmo sinusal la incidencia de ACVA en
el seguimiento es practicamente nula, con un 0.1%/afio0®®. Los principales

predictores de recurrencia de la FA son la duracion de la misma y el tamafio



auricular izquierdo. Asi los pacientes con FA de menos de 5 anos tienen un
93% de RS a los 5 anos frente a un 70% de los pacientes cuya FA
preoperatorio era mayor de 20 afios’’.

Una de las causas por las que practicamente ningun grupo ha podido
reproducir los espectaculares resultados del grupo de Cox posiblemente sea el
que se trate de una serie muy seleccionada: durante un intervalo de tiempo
algo mayor de 10 afos se han valorado mas de 3000 pacientes y la técnica
s6lo se ha aplicado a unos 300, son pacientes jovenes, el 60% presentan FA
paroxistica y solo el 40% presentan cardiopatia estructural. Ademas en general
la mayoria de los grupos obtiene peores resultados en los pacientes con FA
asociada a patologia mitral (70-80% de RS) frente a los pacientes con FA
aislada’""?.

Los estudios de contraccién auricular en el seguimiento realizados por el
grupo de Cox han mostrado trasporte auricular derecho en el 99% de los
pacientes y trasporte auricular izquierdo en el 93%°’. El resto de grupos, en los
que la mayoria de los pacientes tienen algun procedimiento asociado,
demuestran transporte biauricular en el 60-90% de los casos. Los principales
predictores para la recuperacion de la funcidn auricular son el tamafio auricular,
la duracion de la FA y la funcién ventricular. Cuando el analisis es cuantitativo
se encuentra que aunque la contraccién auricular existe ésta es un 30-50%

menor que en sujetos sanos (Figura 9).



Figura 9. Doppler pulsado transmitral. Contraccion auricular normal (A) y débil(B).

Esta contraccion auricular mas débil es consecuencia de que se aisla
mecanicamente la pared auricular entre las venas pulmonares (supone
aproximadamente un 30% de la pared auricular), las incisiones determinan una
contraccion discordante y a veces se seccionan arteria auriculares’®.
Posiblemente la menor contractilidad auricular tras el maze juega su papel en
la recurrencia de la FA en el seguimiento. EI mantenimiento en el tiempo de
una sobrecarga auricular (mayor tensién de la pared) como consecuencia de la
menor contractilidad perpetua los mecanismos de remodelado anatomico que

facilitan la recidiva.

1.6.4 Impacto del tratamiento quiruargico de la FA en el seguimiento.

Distintos estudios han demostrado el peor prondstico a largo plazo de
los pacientes sometidos a cirugia cardiaca en FA frente a los pacientes en RS.
Tanto la supervivencia como la funcién ventricular izquierda y la incidencia de
ACVA es significativamente mejor en los pacientes con RS postperatorio”™ "’

(Fig. 10). Aunque un paciente en FA se mantenga correctamente anticoagulado

la incidencia de ACVA es del 2-5% por afio.
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Figura 10. Mortalidad cardiovascular y ACVA en el seguimiento tras cirugia cardiaca en funcién de

ritmo cardiaco (Bando et al™).

Tedricamente el restablecimiento del RS tras la cirugia permitiria la
recuperacion del latido auricular, produciendo asi la mejora del gasto cardiaco y
la eliminacion de la estasis sanguinea, teniendo como consecuencias a largo
plazo mejor calidad de vida, mayor supervivencia y menor incidencia de
ACVAs. Al revisar la evidencia cientifica disponible encontramos que no existen
estudios aleatorizados que muestren dichos efectos beneficiosos a largo plazo.
La mayoria de la informacion disponible se deriva fundamentalmente de
estudios observacionales y de una sola institucidon. Esta claro que los pacientes
a los que se realiza cirugia de la FA tienen mayor incidencia de RS en el
seguimiento y menor incidencia de ACVA, pero no existe informacién
concluyente relativa al impacto de esta cirugia en la supervivencia. Reston et
al’® realizan un metanalisis que incluye 4 estudios aleatorizados (152
pacientes) y 6 retrospectivos controlados (905 pacientes), comparando cirugia
mitral con cirugia mitral asociada a ablacién de FA (maze clasico 6 variantes).
Por el sesgo potencial de los estudios retrospectivos, tanto la mortalidad como

la incidencia de ACVA y de FA se analizaron utilizando soélo los estudios



aleatorizados. No hubo diferencias en la mortalidad en el seguimiento,
presentando el grupo de ablacion mayor incidencia de RS (80.7% vs 17.3%),
menor incidencia de ACVA (0% vs 5.8%) y mayor necesidad de MP (3.9% vs
1.5%). Los pacientes con maze clasico presentaron mayor incidencia de
reoperacion por sangrado en el postoperatorio inmediato (4.3% vs 0%).

Bando et al, en Osaka, con su serie de 812 pacientes con cirugia mitral
demuestran que el principal factor de riesgo para ACVA en el seguimiento a 5
afios es la no realizacion del maze”’. El mecanismo por el que se consigue es
doble: la recuperacién de la contraccion auricular y la ligadura o escision de la
orejuela izquierda. Este mismo grupo publica unos afos después una serie de
mas de 1000 pacientes procedentes de 3 hospitales distintos con cirugia
reparadora mitral (663 en RS y 363 en FA 6 flutter)™. Los pacientes que en el
seguimiento continuaban en FA presentaron mayor incidencia de ACVA, mayor
mortalidad cardiovascular y menor supervivencia. Los pacientes con FA
preoperatoria a los que se asocid el maze presentaron menor incidencia de
ACVA , mayor disminucién del tamafo de la Al, menor diametro telesistolico de
VI y menor mortalidad cardiovascular a los 8 afos, aunque esta ultima no
alcanzo significacion estadistica. Cuando se analizan los pacientes en funcion
del éxito de la ablacion se observa que aquellos en los que el maze fue efectivo
(RS a los 3 meses de la cirugia) la supervivencia es mayor y la incidencia de

ACVA y mortalidad cardiaca son menores en el seguimiento a largo plazo™.



1.7 Alternativas a la técnica de Cox- maze.

El maze es un procedimiento muy eficaz (cura mas del 90% de las FA)
pero técnicamente muy complejo que se ha extendido poco dentro de la
comunidad cardioquirurgica por lo que su repercusion sobre la enfermedad es
muy pequena. De su complejidad técnica se deriva una curva de aprendizaje
que puede ser larga, un tiempo de isquemia y de bypass cardiopulmonar
significativamente mas prolongados y una morbimortalidad asociada mayor en
manos poco expertas. Una técnica alternativa aunque igualmente compleja
desde el punto de vista técnico es la denominada radial, desarrollada por
Takashi Nitta”®. Basandose en los mismos principios que el maze realiza las
incisiones desde el nodo sinusal al anillo auriculoventricular permitiendo una
activaciéon mas fisioldgica y respetando la irrigacion auricular consiguiendo asi
una tedrica mejor preservacion de la contraccion auricular.

El resurgimiento de la cirugia de la FA en los ultimos afos se debe
fundamentalmente al desarrollo de dispositivos que utilizando distintas fuentes
de energia permiten reproducir las lesiones del maze sin necesidad de realizar
incisiones y suturas largas, a veces en zonas de acceso muy dificil. El objetivo
final es encontrar una técnica quirurgica mas sencilla y con eficacia similar que

permita su adopcion por la mayoria de los grupos quirurgicos.



1.7.1 El patrén de lesiones.

Figura 11. Vista posterior del corazéon. Minimaze (aislamiento de venas pulmonares, conexion a la

anillo mitral, ablacién del seno coronario y ablacion del istmo cavotricuspideo) (Cox JL%).

Aunque se han publicado multiples patrones de lesiones, los que mas se
aproximan al maze son los que mejores resultados obtienen,
independientemente del tipo de FA. Como norma general, a patron de lesiones

mas extenso, mejor resultado®?'.

Aislando sélo las venas pulmonares
podemos curar en torno al 80% de las FA paroxisticas y menos del 50% de las
permanentes y persistentes. Podemos aceptar el aislamiento exclusivo de las
venas pulmonares en aquellos casos con FA paroxistica de corta duracién, con
Al no dilatada y que no es necesario 0 no queremos abrir la Al durante la
cirugia. En el resto de pacientes el patron de lesiones debe incluir al menos el
aislamiento de las venas pulmonares (incluyendo la cara posterior de la Al), la

conexién de estas con el anillo mitral y la ligadura/aislamiento de la orejuela

izquierda (Fig.11).



El limitar el maze a la Al produce un aumento de la incidencia de flutter
auricular derecho (hasta 10%, pero de manejo percutaneo sencillo) y parece
que disminuye el éxito a largo plazo. En un metanalisis sobre 5885 pacientes
Barnett y Ad comprueban que los pacientes con maze biauricular presentan a 3
meses y 3 aflos mayor libertad de FA que los pacientes con sdlo lesiones en la
auricula izquierda (92% y 87% frente a 86% y 73%)%.

Si eliminamos la lesidén de istmo izquierdo (porcion de miocardio
auricular comprendida entre las venas pulmonares y el anillo mitral, incluyendo
el seno coronario) o bien realizamos esta u otras lesiones de manera
incompleta aumenta la incidencia de flutter auricular izquierdo. Se trata de una
arritmia mal tolerada y de manejo percutaneo complejo, que precisaria de
abordaje transeptal muchas veces en presencia de una protesis mitral. En una
serie de 50 pacientes Golovchiner et al comunican que 6 pacientes (12.5%)
presentaron en el seguimiento flutter, siendo 5 de ellos flutter atipico®®. En 5
pacientes se realiz6é estudio electrofisioldgico (solo registro auricular derecho),
correspondiendo el patron de activacion en 4 de ellos a flutter izquierdo.

Algunos grupos discuten la necesidad de ligar/escindir la orejuela
izquierda por su funcién endocrina y sobre todo por su contribucion al latido
auricular®*. Estudios fundamentalmente realizados en animales indican que su
eliminacién puede interferir con el mecanismo de la sed en situaciones de
hipovolemia, disminuir la respuesta a las sobrecargas de volumen y de presion,
disminuir el gasto cardiaco y aumentar la incidencia de insuficiencia cardiaca
en el seguimiento. Los pacientes sometidos a maze tienen disminuidos los
niveles de péptido natriurético atrial tanto en el postoperatorio inmediato como

en el seguimiento. Aunque esto es cierto, no debemos olvidar que la principal



fuente de émbolos en los pacientes en FA es la orejuela izquierda (sobre todo
en los pacientes no reumaticos), de manera que aunque se fracase en el
mantenimiento del RS si se consigue disminuir el riesgo de trombo embolismo
en el seguimiento, por lo que la mayoria de los grupos son partidarios de su
ligadura/escision. Es importante sefalar que la exclusion de la orejuela debe
realizarse bien, pues la oclusién parcial aumenta su trombogenicidad y por lo
tanto el riesgo embodlico. El grupo de Guillinov®® ha analizado con ETE 137
orejuelas excluidas durante la cirugia, observando que solo en el 40% de los
casos el procedimiento habia sido efectivo. Casi el 80% de las orejuelas
cerradas mediante sutura y el 100% de las ocluidas con dispositivos de sutura
automatica no estaban excluidas completamente. La técnica mas eficaz fue la
escision quirurgica, aunque en un 27% de los casos quedaba un remanente de
orejuela mayor de 1cm de profundidad.

Oftro aspecto que esta cobrando importancia en los ultimos afios es el
papel del sistema nervioso autébnomo en la induccion/mantenimiento de la FA.
El ligamento de Marshall es una estructura rica en fibras nerviosas® que
corresponde a un resto embrionario de la vena cardinal comun izquierda. Se
localiza junto a la vena pulmonar superior izquierda, por encima de la orejuela.
Consta de tejido fibroso, pequefios vasos, fibras nerviosas autonémicas y fibras
musculares que conectan con el seno coronario y la pared de la auricula
izquierda. Durante la diseccion de las venas pulmonares se suele cortar dicho
ligamento, y se diseca la grasa epicardica, por lo que parte de la eficacia de la
técnica podria venir derivada de la destruccion de tejido nervioso autébnomo a

dicho nivel.



1.7.2 Fuentes de energia alternativas a la incisién quirurgica.

Se han estudiado distintas fuentes de energia con las que reproducir las
lesiones del maze con el objeto de conseguir el bloqueo eléctrico de una
manera mas rapida y mas segura que con las incisiones. Las mas utilizadas
han sido la radiofrecuencia, las microondas y el frio, existiendo menos
experiencia con el laser y los ultrasonidos®” . Las fuentes de energia que
actuan por calor buscan como objetivo alcanzar al menos 50°C que es la
temperatura a partir de la cual se produce el dafio celular y el bloqueo eléctrico
irreversible. No deberan alcanzarse los 100°C por el riesgo de producir
perforacion del tejido. Para producir el bloqueo eléctrico irreversible con el frio
la temperatura debera descender al menos hasta -55°C durante 2 minutos.
Cualquiera que sea la fuente de energia utilizada los aspectos mas importantes
son: la transmuralidad y continuidad de la lesién (bloqueo efectivo del impulso
eléctrico), la posibilidad de aplicacion epicardica (posibilidad de aplicacion sin
CEC), efecto rapido y directo (sin necesidad de disecar la grasa epicardica), sin
riesgo de lesiones colaterales y que sea aplicable en cualquier region
anatdomica del corazén. Recientemente se ha puesto en duda la necesidad de
la transmuralidad como condicidén indispensable para el éxito de la técnica.
Existen discrepancias entre los resultados electrofisiolégicos e histoldgicos
tanto en fase aguda como crénica, de manera que la eficacia de la técnica en
algunos casos podria estar mas mediada por la modificacion del sustrato
eléctrico y anatdmico, la denervacion, la seccion del ligamento de Marshall...etc

que por la transmuralidad de las lesiones.



La via de aplicacién endocardica es mas sencilla y probablemente la
eficacia sea similar con las distintas fuentes. El corazén esta parado y vacio, y
la energia se aplica directamente. La via epicardica tiene 2 limitaciones: la
grasa epicardica y la sangre. La grasa epicardica actua como aislante y separa
la fuente de energia del epicardio. Ademas la aplicacion de la energia con el
corazon latiendo hace que la sangre que circula por el interior del corazén
amortiglie su efecto. Ademas existen algunas lesiones que dificilmente se
pueden realizar desde el epicardio, como por ejemplo la conexién de las venas
pulmonares con el anillo mitral.

La radiofrecuencia (RF) es una corriente alterna de unos 500 kHz
establecida entre dos electrodos metalicos que produce necrosis por
coagulacion al calentar el tejido por encima de 50°C como consecuencia del
calor liberado por la agitacion ionica inducida. Los dos electrodos entre los que
se establece la corriente son indiferentes, creandose la lesion térmica en los
puntos donde se localiza la mayor densidad de corriente. Esto sucede en el
tejido contiguo a los electrodos de pequefia area (<1 cm?), también llamados
activos. En la RF unipolar uno de los electrodos es el activo, de pequefo
tamano, que se situa sobre la zona que se quiere lesionar, y el otro electrodo,
de grandes dimensiones, es el dispersivo, y se situa generalmente en la
espalda del paciente. El dafio directo no alcanza una profundidad mayor de 1-2
mm (zona de mayor densidad de corriente), siendo el resto del dafio
consecuencia de la transmisién del calor al tejido adyacente. El grosor vy
composicion de la pared auricular es muy variable, por lo que también lo seran
sus propiedades eléctricas y por lo tanto la lesion inducida puede variar de un

individuo a otro. La transmuralidad no esta garantizada, sobre todo en la



aplicacién epicardica, al actuar la sangre circulante como refrigerante, y existe
el riesgo de inducir lesiones colaterales. Los dispositivos irrigados disminuyen
la impedancia y evitan el sobrecalentamiento del tejido contiguo al electrodo,
consiguiendo mayor profundidad de la lesién con menos riesgo de lesiones a
estructuras adyacentes. Los sistemas de RF bipolar (Fig. 12) funcionan a
través de un sistema de clamp atraumatico, donde los dos electrodos son del
mismo tamano y por lo tanto activos, liberando la energia entre las dos ramas
del mismo, siendo el riesgo de lesiones asociadas mucho menor y estando la
transmuralidad mas garantizada. Son mas rapidos y permiten el abordaje
epicardico y sin CEC. Algunos dispositivos son capaces de monitorizar la
transmuralidad de la lesién a través de la medicion de la impedancia durante la
ablacion. Su principal problema es que no permiten hacer todas las lesiones,
como por ejemplo la de istmo izquierdo, de manera que obliga a combinarlo

con otro tipo de energia 6 a no hacerlas.

Figura 12. Dispositivos de ablacion con radiofrecuencia irrigada bipolar y monopolar.

La crioablacion induce la muerte celular a través del enfriamiento rapido
del tejido mediante un catéter que libera freon, CO,, nitrébgeno 6 argdn

comprimido. El agente es almacenado a muy alta presion y al liberarse por el



aplicador y disminuir la presién y pasa a fase gaseosa, proceso fuertemente
endotérmico que extrae calor del tejido contiguo. La muerte celular sucede a
los 50-60°C bajo cero, con la ventaja de que se preserva mejor la arquitectura
tisular que con los sistemas de calor. Es mas lento que los sistemas de RF y es
muy dificil producir lesiones transmurales con la aplicacion epicardica. Como la
lesibn no es irreversible hasta los -50°C, permite comprobar el efecto
electrofisioldgico antes de crear una lesion definitiva. El desarrollo de sistemas
tipo clamp posiblemente mejore su eficacia.

Las microondas son radiaciones electromagnéticas de alta frecuencia
que actuan a través del calentamiento consecuencia de la oscilacion inducida
en las moléculas de agua de los tejidos. Crea lesiones mas profundas que la
RF, sin sobrecalentamiento y sin carbonizacién del endocardio, por lo que
tedricamente el riesgo cardioembolico es menor. Las lesiones son transmurales
sobre todo en la aplicacién endocardica, y la interferencia con la grasa en la
aplicacion epicardica aunque existe es menor que con la RF.

El laser produce las lesiones por el calentamiento consecuencia de la
induccién de oscilacidn harmdnica en las moléculas de agua. La longitud de
onda utilizada se situa en el espectro del infrarrojo, que penetra de manera
eficaz en el tejido cardiaco y produce ablacion directa de hasta 4 mm de
profundidad. En los estudios iniciales parece que la interferencia con la grasa
epicardica es escasa. Aunque se trata de la energia mas direccional, el dafio
esofagico es posible.

Los ultrasonidos actuan a través del calentamiento consecuencia de la

energia mecanica. Se aplican de manera que la energia se concentra en un



pequefio espacio, produciendo lesiones transmurales desde el epicardio sin
interferir con la grasa y en pocos segundos.

Un aspecto importante a considerar es el riesgo de lesiones colaterales
con las distintas fuentes de energia. La principal lesion colateral en el corazén
es la lesibn de una arteria coronaria. Salvo los ultrasonidos, el resto de
energias pueden producirla, aunque el conocimiento preoperatorio de la
anatomia coronaria nos permite modificar el patron de lesiones de manera que
ninguna lesién pase sobre una arteria importante®. Otro problema es el riesgo
de dafio a estructuras vecinas, como el esdéfago, que pasa a escasos
milimetros de la pared posterior de la Al. Son varios los casos publicados de
perforacidn esofagica, cuya mortalidad es de al menos el 25%°". La clinica
suele tardar varios dias en aparecer tras un posoperatorio inicialmente normal.
Suele consistir en un cuadro séptico, con odinofagia y dolor toracico y a veces
ACVA por embolismo aéreo. Aunque los casos publicados correspondian a
ablaciones con radiofrecuencia monopolar, el resto de energias no estan
exentas del riesgo. Aupperle et al en un estudio experimental realizado en
ovejas de compararon la afectacion esofagica con RF monopolar, RF bipolar,
crioablacion, microondas y laser®. Con todas las fuentes de energia hubo
mayor 6 menor grado de afectacion esofagica, aunque las lesiones de
gravedad (destruccidon de la capa muscular con necrosis de miocitos)
aparecieron en la RF monopolar endocardica (3 de 6 ovejas), en las
microondas aplicadas epicardicamente (1 de 3 ovejas) y en las crioablacion
endocardica (1 de 6 ovejas). Las fuentes de energia mas seguras fueron la RF
bipolar y las microondas aplicadas endocardicamente, aunque en ellas también

hubo afectacidén esofagica, aunque leve.



El uso de estereotomia media, bypass cardiopulmonar y clampaje
aortico se considera en general con un medio muy invasivo para tratar la
fibrilacion auricular aislada. Disponemos de sistemas (fundamentalmente
microondas) que permiten hacer la técnica a través de toracoscopia, sin CEC, y
con alta hospitalaria en 24-48h, aunque por ahora so6lo es posible hacer el
aislamiento de las venas pulmonares, por lo que su aplicacién estaria
reservada para la FA paroxistica. En aquellos pacientes con FA asociada a
cardiopatia estructural (fundamentalmente mitral) se esta realizando también la
ablaciéon por métodos mininvasivos, combinando técnicas tipo port-access y
robédtica. La experiencia con estas técnicas todavia es escasa pero no hay
duda que es un campo que crecera de manera importante en los proximos

afios? 101,

1.7.3 Los resultados.

Existe una gran cantidad de publicaciones en los ultimos afos sobre
distintas alternativas al maze clasico, aunque pocas superan el centenar de

pacientes y el afio de seguimiento'%'%,

Ademas existe una gran
heterogeneidad no sélo en cuanto a la fuente de energia y parametros
utilizados, sino también en cuanto al patron de lesiones realizado. Otra causa
que hace dificil la comparacion es que no existen criterios bien definidos y
universalmente aceptados en cuanto a por ejemplo qué se considera fracaso
de la técnica o simplemente como se define el ritmo del paciente. En la mayoria

de los casos se hace con un ECG aislado o incluso mediante contacto

telefénico cuando lo apropiado deberia ser el Holter de 24h 6 incluso de 7 dias,



seflalando la carga de FA. A pesar de esa enorme heterogeneidad el
porcentaje de pacientes en RS al afio de seguimiento se situa en torno al 70-
80%, siendo los principales factores de riesgo para el fracaso de la técnica el
tamano de la auricula izquierda, la duracion de la FA y la etiologia reumatica.

También empieza a estar claro que el analizar los datos durante los 6
primeros meses es poco significativo pues es precisamente a partir de ese
momento cuando el ritmo se estabiliza y la auricula cicatriza de manera que los
6 meses deberian ser realmente el punto cero del seguimiento. Los datos sobre
el ritmo deberia acompanarse del analisis de la funcion biauricular, del
porcentaje de pacientes que precisan farmacos antiarrtimicos y de algun
método de andlisis de la calidad de vida y capacidad funcional.

Khargi et al revisan los trabajos mas importantes sobre tratamiento
quirirgico de la FA publicados desde 1995'%. Retinen 48 estudios que incluyen
3832 pacientes, 2279 pertenecen al grupo de fuentes de energia alternativas
(RF, microondas y crioablacion) y 1553 al grupo del maze clasico. Ningun
estudio era aleatorizado y no habia grupos control. En el seguimiento el 85%
de los paciente con maze clasico y el 78% de los pacientes tratados con
técnicas alternativas estaban en RS. Los pacientes a los que se hizo maze
clasico eran pacientes mas jovenes y con mas frecuencia presentaban FA
paroxistica (23% vs 8%) ¢ aislada (19% vs 1.6%). Una vez corregidas estas
variables no habia diferencias significativas entre ambas técnicas. Tampoco
habia diferencias en cuanto a mortalidad hospitalaria (4.2% vs 2.1%) ni
morbilidad. El grupo del Barnes-Jewish Hospital, donde James Cox realizé la
primera intervencién del maze, ha estudiado su experiencia desde 1992

comparando la técnica clasica con la ablacién biauricular con RF bipolar'™.



Sobre 242 pacientes, utilizando analisis mediante escore de propension,
obtienen 58 pacientes de cada técnica ajustados para 7 variables: edad, sexo,
funcién ventricular, NYHA, tipo de FA y tipo de cirugia (FA aislada, coronaria,
valvular). No hubo diferencias en la morbimortalidad ni en la incidencia de RS

al afio de seguimiento.

1.8 Situacion actual del tratamiento quirurgico de la fibrilacion auricular.

Perspectivas futuras.

La aparicion de dispositivos que permiten realizar las lesiones del maze
de una manera rapida y segura sin necesidad de hacer incisiones ha producido
un crecimiento muy importante de la cirugia de la FA, antes reservada para
centros con mucha experiencia. Con un aumento del tiempo de cirugia de 20-
30 minutos podemos tratar la FA asociada a cardiopatia estructural
consiguiendo el RS en el 70-80% de los pacientes (en torno al 90% en la FA
paroxistica) sin aumentar la morbimortalidad (Fig. 13). Probablemente con el
desarrollo de los dispositivos que permita asegurar la transmuralidad de las
lesiones, la definicion de los patrones de lesiones adecuados y la indicacidn

mas precoz de la cirugia podremos mejorar mas aun los resultados.
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Figura 13. Resultados del tratamiento de la FA en el Hospital Clinico San Carlos.A) ritmo al seguimiento, B)

curva actuarial.

La cirugia de la FA se ha convertido en los ultimos afios en una de las
areas de mayor interés dentro de la cirugia cardiaca. Aunque cada vez
tenemos mas informacion, y los progresos son muy rapidos, son muchas las
preguntas que aun quedan por responder:

- ¢Cual es el patron de lesiones mas idoneo?;Se adaptara segun el

tipo de paciente 6 el mecanismo de la FA?

- ¢ Debe la transmuralidad ser un objetivo?

- ¢Cual es la fuente de energia mas apropiada?

- ¢ Cual es el papel del sistema nervioso autonomo?; Como podemos

actuar sobre él?

- ¢ Como definimos el éxito 6 fracaso de la técnica?



- ¢Cuadles son los beneficios reales a largo plazo en cuanto a
reduccion de la mortalidad, morbilidad, gasto sanitario y mejora de la
calidad de vida? s Justifican su extension a todos los pacientes en

FA?

1.9 Guias clinicas para el tratamiento quirurgico de la FA.

Distintas sociedades cientificas y algun organismo publico ha publicado
guias clinicas para el manejo de la FA, incluyendo en todas un apartado
dedicado al tratamiento invasivo, tanto percutaneo como quirurgico.

Las guias de la ACC/AHA/ESC® recomiendan la ablacién percutanea
con catéter como tratamiento de segunda linea tras los farmacos en los
pacientes con FA recurrente sintomatica, y auricula izquierda normal o
levemente dilatada (recomendacién lla, con nivel de evidencia C). Con
respecto a la cirugia considera que son pocos los pacientes subsidiarios con
FA aislada, mientras que aconsejan la ablacién quirurgica en todos los
pacientes con cardiopatia asociada, siempre ligando o escindiendo la orejuela
izquierda. No definen de manera concreta ningun tipo de recomendacién ni
nivel de evidencia al respecto.

Las principales sociedades europeas y americanas de arritmologia
publican en 2007 una declaracion de expertos sobre la ablacion con catéter y
quirtrgica de la FA®. Participan en su elaboracion varios cirujanos que redactan
las recomendaciones relativas a la cirugia. Indican la ablacion de la FA en todo
paciente sometido a cirugia cardiaca si el riesgo de asociar el procedimiento es

bajo, las posibilidades de éxito son razonables y la cirugia la realiza un cirujano



con experiencia. Se aconseja asociar al aislamiento de las venas pulmonares
la conexién con el anillo mitral, ablacion biauricular en FA de larga evolucion y
la ligadura/escision de la orejuela izquierda en todos los pacientes si no implica
riesgo asociado. En caso de la FA aislada, se considerara la cirugia en el caso
de pacientes sintomaticos que prefieren el abordaje quirurgico, tienen uno o
mas intentos fallidos de ablacion con catéter o no son candidatos para la
misma.

En Gran Bretaia, el National Collaborating Centre for Chronic Conditions
(NCC-CC) a través del National Institute for Health and Clinical Excellence
(NICE)® publica en 2006 las guias clinicas para el manejo de la FA. Tras una
revision exhaustiva de la evidencia disponible, incluyendo estudios de coste-
efectividad, aconseja el tratamiento quirdrgico en los casos de pacientes con
FA que requieren cirugia cardiaca por patologia concomitante y en aquellos
pacientes con FA aislada en los que los farmacos y la ablacion con catéter han
sido ineficaces. Las indicaciones se graduan como A,B,C 6 D, siendo la
indicacion para todos los tratamientos invasivos de manera conjunta como tipo
B (A significa evidencia basada en estudios aleatorizados, meta-analisis 6
revisiones sistematicas de calidad, B evidencia derivada fundamentalmente de
estudios de casos y controles o de cohortes, C evidencia derivada de estudios
no analiticos y D significa recomendacion basada exclusivamente en la opinion
de expertos).

La gran variabilidad a la hora recoger y presentar los resultados de las
distintas técnicas de ablacion motivé que la Society of Thoracic Surgeons
(STS) publicara en 2007 un documento de consenso con los estandares y

guias para comunicar los resultados del tratamiento quirurgico de la FA™. La



aplicaciéon de estas guias de forma generalizada permitiria comparar de

manera mas fiable los resultados y asi poder mejorarlos.

1.10 Protedmica.

1.10.1 Concepto

La protedmica es uno de los métodos de separacion proteica mas
potentes y utiles que existen hoy en dia. Es una tecnologia relativamente
reciente, que comenzd a usarse a finales de los anos 70 Unicamente como
herramienta analitica para la separacién y caracterizacién proteica''?'"3. El
término protedémica fue acufado en 1995 para describir la caracterizacion del
conjunto de todas las proteinas presentes en una célula, fluido o tejido en un
momento dado'"'"®. Comenzo a ser popular a finales de los afios 80, con la
aparicion de las membranas PVDF'"® y la creacion de la primera base de datos
para geles bidimensionales. Posteriormente, con la aparicion y mejora de
diversos métodos de preparacion y extraccion proteica de la muestra, asi como
de las distintas herramientas de secuenciacion (método de secuenciacion
EDMAN"7), comenzd a tener una mayor importancia como método preparativo
y de analisis de las proteinas. Fue sufriendo un progresivo auge durante los
anos 90 coincidiendo con el desarrollo de la espectrometria de masas, técnica
de apoyo fundamental.

La protedmica permite realizar el analisis del conjunto de todas las

proteinas presentes en una unica muestra (célula, tejido, érgano o fluido y en

definitiva cualquier muestra que contenga proteinas) en un momento dado; pero



no solo aquellas proteinas procedentes de la expresion génica, sino también de
todas aquellas proteinas generadas por las distintas modificaciones post-

trasduccionales (Fig. 14).
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Figura 14. Modificaciones durante la expresién proteica.

El genoma humano contiene alrededor de unos 30.000-40.000 genes, de
los cuales 10.000 pueden expresarse en una célula’’®. Es importante eliminar la
idea de que un gen origina una unica proteina. Un gen es capaz de originar
multiples productos proteicos'™'?° debido a la gran variedad de modificaciones
y procesos a los que puede verse sometido, como el splicing alternativo,
modificaciones post-traduccionales y los efectos del medio ambiente que rodea
a la célula (farmacos, variaciones en las condiciones ambientales como la
temperatura, pH, etc..), condicionando lo que conocemos como fenotipo (Fig.
15). Mientras el genoma es algo estatico, el proteoma es dinamico y cambiante.

La aparicion de nuevas herramientas informaticas que permitan la integracion



gendmica-protebmica podra ayudar a entender mejor

implicados en la aparicion y desarrollo de una enfermedad.

los mecanismos

AN )
:q“ﬂ UL TR
PN S—
N
GEMOMA
(ESTATICO) PROTEOMA

_ (DINAMICO)
| UN GEN = UNA PROTEINA |

generadas por PTM y por la accidn del medio que las rodea.

PROTEOMA: Todaz las proteinas presentes en una célula en un momento dade, no
zolo aquellas que zon traducidaz directamente dezde el genoma, sine también las

Figura 15. Sintesis y modificaciones post-trasduccionales de las proteinas.

La protedmica combina electroforesis bidimensional, analisis de

imagen, espectrometria de masas y bioinformatica. El analisis es tanto

cualitativo como cuantitativo, y ademas detecta variaciones en la expresion

ante distintas situaciones como por ejemplo el tratamiento con algun farmaco, o

compara entre una situacion normal frente a una patoldgica (Fig. 16). También

permite detectar la existencia de distintas isoformas de una proteina, y analizar

las posibles variaciones en su expresion.
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Figura 16. Esquema del analisis proteémico.

1.10.2 Tipos de protedmica

Atendiendo a su objetivo final existen 3 tipos de protedémica: protedmica
de expresioén, protedmica estructural y protedmica funcional.

La proteémica de expresion analiza la variacion en la expresion
proteica ante distintos estimulos (estudios cuantitativos de la expresion proteica)
Se centra fundamentalmente en la identificacion de nuevos biomarcadores y
realiza estudios para la validacion de nuevos farmacos...etc.. La proteémica
estructural estudia las interacciones entre proteinas intentando averiguar la

estructura de los distintos complejos proteicos121

, llegando a crear diversos
mapas de vias de sefalizacion que ayuden a entender mejor los mecanismos
celulares. Por ultimo, la proteémica funcional estudia los mecanismos de

compartimentalizacién y translocacién proteicos para intentar averiguar las



distintas localizaciones subcelulares de las proteinas para entender

funcién y asi conocer como poder actuar frente a ellas.
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Figura 17. Tipos de proteémica.

El objetivo final de cualquier estudio protedmico va mas alla del simple

catalogado de las proteinas expresadas en un tipo celular en una situacion

normal frente a una patoldgica (Fig.17). Intenta llegar a comprender mejor los

mecanismos metabdlicos y vias de senalizacion y regulacion implicados en la

biologia celular que puedan ayudar a entender los mecanismos por los que se

desarrolla cualquier enfermedad y predecir en cierto modo cémo su funcion

puede variar por la utilizacion tanto de farmacos como de manipulaciones

genéticas. Permite la identificacion de proteinas especificas implicadas en una

determinada patologia, deteccion de marcadores de eficacia tras el tratamiento

con un determinado farmaco, deteccion de marcadores de toxicidad asi como

interpretar mejor los mecanismos de regulacién implicados en la biologia



celular. Intenta crear un completo mapa tridimensional celular indicando la
localizacion de cada proteina, los procesos y cambios a los que estas se
pueden ver sometidas bajo determinadas circunstancias (translocaciones,
procesos de proteolisis, fosforilaciones, uniones entre distintas proteinas......) y
que ayuden a comprender mejor los mecanismos moleculares implicados en

cualquier proceso fisiolégico 6 patologico.

1.10.3 Fundamentos de la imagen.

La electroforesis bidimensional permite la separacién de las proteinas en
dos dimensiones en funcion de dos de sus caracteristicas mas representativas,
el peso molecular (tamano) y punto isoeléctrico (pH en el cual la carga neta de
la proteina es cero). Basandonos en estas dos caracteristicas unicas y
exclusivas de cada proteina vamos a poder definir un mapa de expresion
proteico en el que cada proteina va a poder ser identificada segun una
coordenada de peso molecular y punto isoeléctrico’*.

La primera dimensidn se realiza sobre tiras de gel de poliacrilamida con
un gradiente de pH inmovilizado que garantiza la reproducibilidad entre geles.
Estos geles se denominan tiras IPG (Isoelectric Phocusing Gradient) y existen
en distintos rangos de pH que facilita el estudio puesto que puede ayudar a
focalizar y conseguir una mejor resolucion de la separacion proteica'®®. En la
primera dimension se aplica una corriente eléctrica que permite que las
proteinas presentes en el extracto migren a lo largo de la tira IPG y se
distribuyan por toda su longitud hasta alcanzar su punto isoeléctrico, es decir, el

punto donde su carga neta sea cero, y en ese momento se detienen. La



segunda dimension se realiza sobre geles SDS-PAGE mediante un proceso de
electroforesis normal logrando la separacion de las proteinas segun su peso

molecular (Fig. 18).
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Figura 18. Pasos en la electroforesis bidimensional.

Asi podemos detectar proteinas que hayan sufrido algun tipo de
modificacion post-traduccional ya que esta modificacion suele conferirle un
cambio tanto de carga como de peso molecular, que va a poder ser reflejado en
el mapa proteico puesto que la proteina aparecera en una localizacion distinta a
la normal.

Una vez realizada la segunda dimension las proteinas presentes en el gel
deben ser visualizadas para poder realizar su valoracion. Existen distintos tipos
de tincién del gel que fundamentalmente se diferencian segun la sensibilidad a
la hora de detectar proteinas. Destacan la tincién con Azul Coomassie, tincion
radiactiva, tincion fluorescente y la tincién con plata, que es la mas empleada.

Se trata de una de las tinciones mas sensibles, perdura a lo largo del tiempo, y



se obtiene una muy buena calidad de la imagen. Ademas, este tipo de tincién

puede ser compatible con estudios por espectrometria de masas'®.

1.10.4 Analisis de imagen.

Una vez obtenido el gel bidimensional o mapa de expresidon proteico el
siguiente paso es el analisis de la imagen. Hoy en dia existen diversas
herramientas informaticas (PD-QUEST, MELANIE etc.) que facilitan mucho el
analisis. Ademas permite la comparacién visual con mapas protedmicos
existentes en bases de datos disponibles en la red, siendo la base de datos
suiza SWISS-PROT (http//:www.expasy.ch) una de las base de datos mas
conocida y empleada (Fig. 19).

También existen herramientas informaticas que permiten analizar
cuantitativamente las variaciones de expresion de las distintas proteinas
presentes en los mapas de expresion, como el QUANTITY-ONE (Bio-Rad

Laboratories).

ANALISIS DE IMAGEN

Figura 19. Comparacion con bases de datos.



1.10.5 Espectrometria de masas.

Uno de los desarrollos mas importantes en la identificacion proteica ha
sido la aparicion y evolucién de las técnicas de espectrometria de masas'®.
Desde la década pasada, su sensibilidad y eficacia ha aumentado de manera
que hoy en dia se pueden detectar proteinas en geles bidimensionales en el
rango femtomolar. Es muy sensible, permite o tolera el analisis de mezclas
proteicas y permite también la realizacién de multiples analisis, por lo que poco
a poco ha reemplazado a la secuenciacion por el método de EDMAN,
convirtiéndose en la técnica de eleccion.

La espectrometria de masas proporciona informacién sobre la estructura
proteica ya que da informacion sobre la masa peptidica y la secuencia de
aminoacidos. Esta informacion puede ser utilizada para identificar proteinas
mediante busquedas en las bases de datos que existen hoy en dia tanto de
nucledtidos como de proteinas. Esto nos permite determinar el tipo y
localizacion de modificacion proteica que haya sufrido la proteina.

Se somete a la proteina a una digestidn enzimatica, normalmente con
tripsina, que es capaz de romperla en puntos o localizaciones especificas,
obteniéndose una serie de fragmentos peptidicos especificos cuya masa nos va
a permitir identificarla mediante la comparacién con las bases de datos
peptidicas. Los fragmentos peptidicos obtenidos son ionizados tras el
tratamiento con un laser que confiere carga y una vez conferida la carga son
separados en el espectro segun su ratio masa/carga y posteriormente son
analizados por un detector, que es capaz de medir la intensidad de cada

fragmento (Fig. 20).
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Figura 20. Identificaciéon de proteinas por espectrometria de masas.

1.10.6 Objetivos futuros de la proteémica.

*Definir componentes criticos de las sefales de transduccion, contribuyendo al
desarrollo de agentes terapéuticos mas efectivos.

*Determinar mecanismos patolégicos e identificar nuevos marcadores
diagnosticos, de evolucion y nuevas dianas terapéuticas.

*Predecir la respuesta de los pacientes a farmacos (farmacoproteémica).

1.10.7 Proteémica y enfermedad cardiovascular.

La mayor parte de los estudios protedmicos realizados hasta ahora se
han centrado fundamentalmente en el estudio de patologias como el cancer o

enfermedades autoinmunes. En el area cardiovascular la protedmica esta



comenzando, siendo la mayor parte estudios meramente descriptivos. Han
comenzado a publicarse intentos de profundizar en los mecanismos celulares y
moleculares asociados con diversos estados patolégicos, como por ejemplo la

* 0 la exposicion a plomo'?®. También se han

hipertrofia inducida por fenilefrina'?
empezando a analizar los cambios en determinadas vias de sefializacion celular
como la respuesta al factor de crecimiento derivado de plaquetas'?.

El primer estudio protedmico de la fibrilacion auricular ha sido publicado
en 2008, centrandose fundamentalmente en los cambios metabdlicos presentes

27 Tomaron

en los miocitos auriculares de pacientes con FA persistente
muestras de orejuelas derechas de 3 tipos de pacientes: en RS, con FA
permanente y en RS que desarrollaron FA en el postoperatorio inmediato. El
analisis protedmico solo es una pequefia parte del estudio, realizandose
ademas espectroscopia por resonancia magnética de alta resolucion para el
estudio de cambios metabdlicos, Western blotting y determinacion de niveles de
distintas citoquinas (proteina C reactiva, interleucina 6 y TNFa). Los pacientes
con FA permanente presentaron alteraciones en proteinas estructurales
(fundamentalmente fragmentacion de la actina, tubulina y desmina), deplecion
de la peroxiredoxina 1 (proteina antioxidante), disminucion del precursor del
ANP (péptido natriurético atrial) y sobre todo cambios en las proteinas
relacionadas con el metabolismo. Asi encontraron aumento de la expresion de
varias enzimas relacionadas con la glicolisis (triosa fosfato isomerasa y
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), de la cetoacetil-CoA-transferasa
(enzima participante en la utilizacion extrahepatica de cuerpos ceténicos) y de

los complejos | y Ill de la cadena respiratoria (NADH deshidrogenasa y

Ubiquinol citocromo C reductasa).



En pocos afos el conocimiento en esta area va a aumentar de forma
considerable y probablemente va a permitir la integracion de los datos
protedmicos y gendmicos con los datos funcionales obtenidos previamente de
estudios bioquimicos vy fisiolégicos, ayudando a una mejor comprension de la
enfermedad cardiovascular'®. Ademas, el continuo desarrollo tecnolégico y la
introduccién de nuevos abordajes estan permitiendo el rapido desarrollo de la
protedmica.

La protedmica tiene o tendra el potencial de revolucionar el modo de
diagnosticar, determinar el riesgo y el prondstico clinico asi como las estrategias
terapéuticas a seguir entre individuos con enfermedad cardiovascular. Nos
ofrece la posibilidad de comprender en toda su complejidad la funcién del
sistema cardiovascular, brindando la posibilidad de encontrar nuevas vias de

actuacion para corregir un estado patolégico.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.




2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1 Hipétesis.

Todavia no se conocen los mecanismos intimos de la FA. La
identificacion por protedmica de los cambios en la expresion de las diferentes

isoformas proteicas podria ayudarnos a conocer dichos mecanismos.

2.2 Objetivos.

1. Determinar la posibilidad de realizar un analisis protedmico de las muestras
de orejuelas obtenidas durante cirugia cardiaca.

2. Determinar si existen diferencias en el proteoma de la orejuela derecha e
izquierda en pacientes en RS.

3. Determinar si existen diferencias en el proteoma de la orejuela derecha e
izquierda en pacientes en FA.

4. Determinar si existen diferencias en el proteoma tanto de la orejuela derecha

como izquierda en funcién de que el paciente esté en FA o0 en RS.
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3. MATERIAL Y METODOS.

3.1 Pacientes.

El estudio se realizé en pacientes intervenidos en el Servicio de Cirugia
Cardiaca perteneciente al Instituto Cardiovascular del Hospital Clinico San
Carlos de Madrid entre Febrero de 2006 y Octubre de 2007. Se incluyeron de
forma aleatoria pacientes que iban a ser intervenidos por patologia mitral como
indicacion principal. Este estudio fue aprobado por la Comisién de Ensayos
Clinicos del Hospital Clinico San Carlos. Los pacientes firmaron el
consentimiento informado que autorizaba l|a toma de muestras de ambas
orejuelas (Ver anexo I). Fueron excluidos aquellos pacientes que iban a ser
intervenidos con caracter urgente, menores de edad y aquellos que se negaron
a firmar el consentimiento informado.

Los datos preoperatorios, intraoperatorios y postoperatorios fueron

registrados de forma prospectiva en la hoja de recogida de datos (Ver anexo Il).

3.2 Técnica quirurgica.

Todos los pacientes son intervenidos bajo anestesia general y a través
de estereotomia media. Tras la heparinizacion (3 mgrs/kgr) y antes de iniciar el
bypass cardiopulmonar se toma la muestra de las orejuelas, que
inmediatamente se trasfieren en seco a la Unidad de Investigacion

Cardiovascular para su procesamiento.



3.3 Técnica de analisis proteémico.

El analisis proteico se realizd6 en el laboratorio de la Unidad de
Investigacion Cardiovascular perteneciente al Instituto Cardiovascular del
Hospital Clinico San Carlos. Dicho andlisis se realiz6 segun la técnica de
electroforesis 2D en tiras de poliacrilamida (geles IPG) para la movilizacion en
funcién del pH. La segunda dimension para la separacion de proteinas se
realizd en funcion de su peso molecular sobre geles SDS-PAGE. Dichos geles
fueron tefidos posteriormente con plata segun la técnica descrita anteriormente.

Para realizar la electroforesis en gel, 500 ug de tejido se diluyen en una
solucién buffer compuesta por 8mol/l de uréa, 2% CHAPS, 40 mmol de
diotreitol, 0,2% de Biolite amfolite (Bio-Rad Labs, Hércules, California) y 0,01%
de azul de bromofenol. Las muestras son cargadas en geles por gradiente de
pH (4-7) y sometidos a una corriente isoeléctirca. En la segunda dimension las
proteinas son resuspendidas en un gel de electroforesis con el sistema Protean
Il XL (Bio-Rad Labs). Posteriormente los geles son fijados y tefidos con plata
con el sistema Silver Stain Plus Kit (Bio-Rad Labs).

El analisis de la imagen de los geles se realizd, tras ser escaneados con
el sistema Umax Powerlook Ill , mediante la identificacion de los diferentes
puntos utilizando l|la base de datos disponible en la red SWISS-
PROT(http//:-www.expasy.ch). Esta base permite identificar las diferentes
isoformas proteicas asi como medir la cantidad de proteinas mediante una

forma semicuantitativa en Unidades Arbitrarias (UA).



Por otra parte, se realizd espectrometria de masas como método
analitico coadyuvante, expresandose su valor en kDa/pl para confirmar las
proteinas identificadas. Los puntos de interés fueron recortados y extraidos
manualmente de los geles mediante el empleo de un bisturi estéril. Para realizar
la identificacion de los puntos de interés mediante espectrometria de masas
cada uno de los puntos se someti6 a un proceso de reduccion en el gel,
alquilacién, y por ultimo digestién con tripsina. A continuacién, cada punto se
lavé un par de veces con agua, se trataron con acetonitrilo al 100 % y fueron
secados en un SAVANT SPEEDVAC. Posteriormente, las muestras se
redujeron con ditiotreitol disuelto en bicarbonato amodnico. Finalmente, las
muestras se digirieron con 12.5 ng/ul de tripsina para secuenciacion (Roche
Molecular Biochemicals, Barcelona, Spain) en bicarbonato aménico 25 mM (pH
8.5). Tras el proceso de digestidn, el sobrenadante se recogid y 1ul se cargd en
un espectrometro de masas (MALDI-TOF MS). Los analisis llevados a cabo
mediante MALDI-TOF MS se desarrollaron en un aparato Voyager-DE STR
(perSeptives Biosystems, Framingham, Massachussets), modelo que utiliza un
laser de nitrogeno a 337 nm y opera en modo reflector, con un acelerador de
voltaje de 20,000 V. Todas las masas de los espectros obtenidos fueron
calibradas externamente mediante una mezcla de péptidos estandar (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafa). Los péptidos procedentes de la autodigestion con
tripsina se usaron para la realizacion de un calibrado interno. El analisis
mediante MALDI-TOF MS produjo una huella péptidica caracteristica, y los
péptidos observados fueron analizados y presentados en una lista de pesos

moleculares monoisotdpicos.



Se llevo a cabo espectrometria de masas en tandem (MS/MS) cuando: 1)
el ion score individual de la huella peptidica (cada score es —10Log[P] donde P
es la probabilidad de que el macheo observado sea un evento randomizado) no
encontré identidad u homologia suficiente con las proteinas contenidas en la
base de datos MASCOT DATABASE (Mascot database.http://

www.matrixscience.com.) o 2) cuando péptidos con ion score similares

machearon para diferentes proteinas. En algunos casos, MS/MS se llevé a cabo
mediante el empleo del espectrometro MALDI-tandem 4700 Proteomics

Analyzer (Applied Biosystems, Framingham, Massachusset).

3.3 Analisis Estadistico.

Las variables cualitativas fueron expresadas como porcentajes, mientras
las cuantitativas y semicuantitativas (determinacion de las isoformas proteicas
en unidades arbitrarias) con la media £ error estandar cuando seguian una
distribucion normal o con la mediana y amplitud intercuartil cuando no seguian
dicha distribucion. Se realizé un test de Kolmogorov-Smirnof para estudiar el
ajuste a la distribucion normal. Las variables categoricas fueron comparadas
mediante el test de chi cuadrado y las variables cuantitativas mediante la t de
student si seguian una distribucion normal y mediante test no paramétricos de
Mann-Whitney y Wilcoxon si no la seguian. La comparacion de la expresion de
las distintas proteinas se realizé mediante test no paramétricos de Mann-
Whitney y Wilcoxon dado que se trata de una medida semicuantitativa y el

tamano de la muestra era limitado. Se analizé la asociacion entre las variables


http://www.matrixscience.com/�

cuantitativas con el modelo de regresion lineal simple calculando el coeficiente

de determinacion (r?). Se considerd la significacion estadistica para p<0,05.



4. RESULTADOS.




4. RESULTADOS.

4.1 Pacientes.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes.

Pacientes
(n=19)
Edad 64.1+£10
Hombre/mujer 7 (37%) 1 12 (63%)
Ritmo
Ritmo sinusal 7 (37%)
FA permanente 12 (63%)

Duracion de la FA

Tamaiio auricula izquierda

87.5 + 70 meses

RS 441+ 4.5 mm

FA 60.3 £ 7.6 mm
Patologia asociada

Valvula adrtica 8 (42.1%)

Vélvula tricispide 6 (31.6%)

Enfermedad coronaria 3(15.8%)
Etiologia de la valvulopatia

Reumatica 15 (79%)

Otras 4 (21%)
Fraccion de eyeccion (FE) 57.3+18 %
Presion sistolica en arteria pulmonar 53 £ 19 mmHg

Factores de riesgo cardiovascular

Hipertension arterial

10 (52.6%)

Hipercolesterolemia 7 (36.8%)
Tabaquismo 3(15.8%)
Diabetes mellitus 4 (21.1%)
Enfermedad vascular periférica 1(5.3%)

Se incluyeron 19 pacientes intervenidos en el servicio de Cirugia
Cardiaca del Hospital Clinico San Carlos con valvulopatia mitral como principal
indicacion para la cirugia. 12 mujeres y 7 varones, con una edad media de

64.1 £ 10 anos (46-79). 12 estaban en FA permanente y 7 en ritmo sinusal. Se



analizan 19 orejuelas izquierdas y 19 derechas. La tabla 1 describe las

caracteristicas demogréficas y clinicas de la poblacion incluida.

4.2 Proteinas analizadas.

Tras realizar la electroforesis bidimensional, la tincion con plata y la
busqueda en la base de datos SWISS-PROT (http//:www.expasy.ch) se
analizaron un total de 56 proteinas del miocardio de la orejuela cardiaca. Hasta

ahora hemos identificado 50 proteinas (Tabla 2), que constituyen el objeto de

este estudio.

Tabla 2. Proteinas identificadas.

Metabolismo

Citoesqueleto

Inflamacion

Proteina reguladora de glucosa

(isoformas 1,2 y 3)

Actina

HSP 60
(isoformas 1,2,3 y 4)

Creatin quinasa

(isoformas 1y 2)

Cadena ligera de la miosina

(isoformas 1y 2)

HSP 27

Piruvato deshidrogenasa

Cadena a de la tropomiosina

a-1 antitripsina

(isoformas 1y 2)

Isocitrato deshidrogenasa

Cadena B de la tropomiosina

Apoproteina A-1

Succinil CoA sintetasa

a actina cardiaca

(isoformas 1,2 y 3)

Peroxirredoxina

Serina-treonina fosfatasa

(isoformas 1,2 3y 4)

Desmina
(isoformas 1,2,3,4,5,6,7 y 8)

Cadena B ATPasa

(isoformas 1y 2)

Ubiquinol citocromo C reductasa

Otras

NADH ubiquinona
oxidorreductasa

Precursor de la albumina

(isoformas 1y 2)

Enoil CoA hidratasa

Albumina

Glutation S transferasa

Complemento sérico amiloide

(isoformas 1y 2)




4.3 Pacientes en ritmo sinusal. Diferencias entre orejuela derecha e

izquierda.

En la primera parte del estudio hemos seleccionado los pacientes en RS,
considerandolos como los pacientes normales desde el punto de vista del ritmo
cardiaco. Se ha encontrado mayor expresion en la orejuela izquierda de la
ubiquinol citocromo C reductasa y de la isoforma 5 de la desmina. En las tablas
3,4 y 5 presentamos el resto de proteinas en las que se han encontrado

diferencias aunque sin alcanzar significacion estadistica.

p=0.04
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Figura 21. Valor medio de los niveles de ubiquinol citocromo C reductasa e isoforma 5

de la desmina en orejuela derecha e izquierda en pacientes en RS.



Tabla 3. Comparacion orejuela derecha con izquierda. Proteinas del metabolismo.

PROTEINA AURICULA AURICULA P
DERECHA IZQUIERDA
(mediaDE) (mediazDE)
Prot. Reguladora de glucosa
Isoforma 1 2,78+1,5 6,76+3,3 ns
Isoforma 2 7,942,7 19,04+7,3 ns
Isoforma 3 17,49+6,15 31,21+7,2 ns
Cadena 3 ATPasa
Isoforma 1 24,5418,9 33,511 ns
Isoforma 2 135,37+39 149,19+29 ns
Succinil CoA sintetasa 58,8421 44,79+18 ns
Ubiquinol citocromo C reductasa 13,4145,2 26,9612 0.04
Enoil CoA hidratasa 19,48+5,6 24,46+18,4 ns
NADH ubiquinona oxidoreductasa 23,9918,9 38,24+14,1 ns
Tabla 4. Comparacién orejuela derecha con izquierda. Proteinas del citoesqueleto.
PROTEINA AURICULA AURICULA P
DERECHA IZQUIERDA
(media*DE) (mediaDE)
o actina cardiaca
Isoforma 1 717,9+257 970,4+399,8 ns
Isoforma 2 65,6+22,2 57,1+15,9 ns
Isoforma 3 17,1£2,6 22,8+8,1 ns
Desmina
Isoforma 1 22,357,2 15,37+9,1 ns
Isoforma 2 85,24+29,4 77,37+22,8 ns
Isoforma 3 71,37425,2 95124 .4 ns
Isoforma 4 19,27+6,8 84,45+32 ns
Isoforma 5 29,22+19,2 57,16+25,6 0.028
Isoforma 6 8,39+2,2 37,76+25,6 ns
Isoforma 7 15,5471 43,91+10,7 ns
Isoforma 8 48,18+19,6 36,4348 ns
Cadena a tropomiosina 13,5315,1 23,55+4,3 ns
Cadena ligera miosina
Isoforma 1 11,92+7,2 12,578 ns
Isoforma 2 72,57+26,41 35+10,9 ns




Tabla 5. Comparacion orejuela derecha con izquierda. Proteinas de la inflamacion.

PROTEINA AURICULA AURICULA P
DERECHA IZQUIERDA
(mediaDE) (mediazDE)

HSP 60 (isoforma 2) 22,29+7,3 40,21£18,5 ns

a antitripsina

Isoforma 1 46,88+20,5 33,349,3 ns
Isoforma 2 100,32+38,2 48,89+4,8 ns
Apolipoproteina A1 18,4711 6,24+1,5 ns
Peroxirredoxina 29,48+24,8 20,25+8,4 ns
HSP 27 36,56+16,5 27,29+13,3 ns

4.4 Pacientes en fibrilacién auricular. Diferencias entre orejuela derecha e

izquierda.

La expresion de proteinas es mas homogénea en los pacientes en FA,
encontrandose soélo diferencias en el nivel de la isoforma 7 de la desmina.
Aunque las medias de los valores de la desmina 7 son muy parecidas, en el
diagrama de caja (box-plot) se observa que las distribuciones de la variable en
cada orejuela son distintas, lo que justifica que al compararlas el test no

paramétrico resulte significativo.

p=0.04
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Figura 22. Niveles medios de la isoforma 7 de la desmina en la orejuela derecha e

izquierda de los pacientes en FA.
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Figura 23. Diagrama de caja mostrando la distribucion de los valores de la isoforma 7 de la

Desmina en orejuela derecha e izquierda en pacientes en FA.

En la tabla 6 mostramos algunas proteinas en las que hubo diferencias

en la expresion pero que no alcanzo significacion estadistica.

Tabla 6. Pacientes en FA. Comparacion orejuela derecha con orejuela izquierda.

PROTEINA AURICULA AURICULA P
DERECHA IZQUIERDA
(mediaDE) (mediazDE)
METABOLISMO
P. reguladora de glucosa (isof. 2) 30,3+10,6 56,8+24,4 ns
Cadena B de la ATPasa (Isoforma 1) 44,3+8,8 77,4+41,4 ns

Creatin quinasa
Isoforma 1 162,254 1 57,1£16,9 ns
Isoforma 2 88,5+32,2 113,5+46,8 ns

Serina-treonina fosfatasa

Isoforma 1 40+14,9 22,3+8,8 ns
Isoforma 2 89,5+44,8 29,9+13,8 ns
Isoforma 3 79,2+39,2 35,9+11,7 ns
CITOESQUELETO
a actina cardiaca (isoforma 1) 1309,6+440 1609,8+559 ns
Actina 141,7443,5 104,5+29,4 ns
Desmina
Isoforma 7 58,3+18,3 59,5423 0.04
Isoforma 8 33,7+9,1 47,4+12,9 ns
Cadena 3 tropomiosina 247,14£83,4 328,895 ns

Cadena ligera miosina (isoforma 2) 140,8+33,9 227,5+142,3 ns




4.5 Perfil clinico de los pacientes en RS y en FA. Diferencias.

Los pacientes en ritmo sinusal son mas jévenes (57 afios vs 68 anos),
tienen la auricula izquierda mas pequefa (44.1mm vs 60.3mm) y fuman mas
(42.9% vs 0%). Ademas tienden a tener menos hipertension pulmonar (42.1
mmHg vs 68 mmHg), aunque sin alcanzar significacion estadistica (figuras 24-

26 y tabla 7).
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Tabla 7. Diferencias en perfil clinico.

RS FA p
Sexo (varones) 57%(4) 25%(3) ns
Edad 57 afos 68.3 afios 0.02
Tamafo auricula izquierda 44 1mm 60.3mm 0.0005
Patologia coronaria 28.6% 8.3% ns
Valvulopatia tricuspide 14,3% 41,7% ns
FE 59.8% 55.8% ns
PSAP 42.1 mmHg 68 mmHg 0.051
HTA 42.9% 58.3% ns
Hiperlipemia 57.1% 36.8% ns
Tabaquismo 42.9% 0% 0.03
Diabetes 28.6% 16.7% ns
Farmacos antilipémicos 14.3% 25% ns
Inhibidores de la ECA 28.6% 25% ns

4.6 Diferencias en la orejuela derecha entre pacientes en RS y FA.

Se han encontrado diferencias en la expresion de 5 proteinas. La
isoforma 7 de la desmina, la cadena a de la tropomiosina y la isoforma 3 de la
HSP 60 estan sobreexpresadas en la orejuela derecha de los pacientes en FA,
mientras que la isoforma 2 de la desmina y la isoforma 1 de la proteina 14
(pendiente de identificar) estan disminuidas. Hemos encontrado sobreexpresion
de la mayoria de las proteinas en las orejuelas derechas en FA, siendo
probable que esa diferencia se haga significativa en algunas al aumentar la n

(Figuras 27-31 y tablas 8-11).
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Figura 31. Proteina 14 (isoforma 1) en la orejuela derecha.

Tabla 8. Diferencias en la orejuela derecha. Proteinas del metabolismo.

FACRONICA
Proteina 14 (isoforma 1)

RS FA p

Proteina reguladora de glucosa

Isoforma 1 2,78+1,5 12,54+7,3 ns

Isoforma 2 7,9+2,7 30,3+10,6 ns

Isoforma 3 17,546,1 25,4+8,6 ns
Cadena B ATPasa

Isoforma 1 24,5489 44,3+8,8 ns

Isoforma 2 135,4+39,5 219,5+47,5 ns
Succinil CoA sintetasa 58,8+21,5 113,4+41,4 ns
Piruvato deshidrogenasa 31,05+3,4 114,1+39 ns
Creatin quinasa

Isoforma 1 57,3+21,9 162,21+£54,1 ns

Isoforma 2 51,4+24,6 88,5+£32,2 ns
Ubiquinol citocromo C reductasa 13,41+5,2 13,416,3 ns
Enoil CoA hidratasa 18,5+5,6 50,9+17 ns
Glutation S transferasa 14,6+5,5 51,3+£16,6 ns
NADH ubiquinona oxidorreductasa 23,948,9 21,4+4,9 ns
Isocitrato deshidrogenasa 20,6+4,1 40,711 ns
Serina-treonina fosfatasa

Isoforma 1 7,414 40+14,9 ns

Isoforma 2 18,56+12,3 89,6+44,9 ns

Isoforma 3 14+5,5 79,2+39,2 ns

Isoforma 4 21,245,9 26,8+10,2 ns




Tabla 9. Diferencias en la orejuela derecha. Proteinas del citoesqueleto.

RS FA p
o actina cardiaca
Isoforma 1 717,9+257,9 1309,6+440 ns
Isoforma 2 65,6+22,2 167,8+55,9 ns
Isoforma 3 17,1£2,6 31,7+8,5 ns
Actina 66,9+19,4 141,7+43,5 ns
Desmina
Isoforma 1 22,3+7,2 18,416,5 ns
Isoforma 2 85,2+29,4 40+19,9 0.05
Isoforma 3 71,4+25,2 118,56+29,5 ns
Isoforma 4 19,346,8 17,945 ns
Isoforma 5 29,2+19,2 24,6+7,6 ns
Isoforma 6 8,4+2,2 27+15 ns
Isoforma 7 15,5471 58,3+18,3 0.05
Isoforma 8 48,2+19,6 33,7+9,1 ns
Cadena a tropomiosina 13,55,2 52,7£14,7 0.04
Cadena B tropomiosina 72,9+14,4 247,14+83,4 ns
Cadena ligera miosona
Isoforma 1 11,9+7,2 22,7114 ns
Isoforma 2 72,6126,4 140,9+33,9 ns

Tabla 10. Diferencias en la orejuela derecha. Proteinas de la inflamacion.

RS FA p

HSP 60

Isoforma 1 5,6+3,2 18,548,9 ns

Isoforma 2 22,3+7,3 67+18,8 0.06

Isoforma 3 84,1£23,9 218,9+44,7 0.04

Isoforma 4 9+2,2 44+17,8 0.06
a antitripsina

Isoforma 1 46,8+20,6 75,7+29,8 ns

Isoforma 2 100,3+38,2 73,4177 ns
Apolipoproteina A1 18,5+11 24,518,2 ns
Peroxirredoxina 29,5+24,8 83,5+£30,8 ns
HSP 27 36,6+16,5 72,9+10,4 ns




Tabla 11. Diferencias en la orejuela derecha. Otras proteinas.

RS FA p

Albumina 2353,41544,8 4319,5+1715,4 ns
Proteina 14

Isoforma 1 16,8+4,3 5+1,5 0.01

Isoforma 2 81,56+24,8 35,348,5 ns
Complemento sérico amiloide

Isoforma 1 133,9+51,4 113,9+43,8 ns

Isoforma 2 27,7£14,5 72,7426,3 ns
Precursor albumina

Isoforma 1 137,8+39,7 215,9+39,8 ns

Isoforma 2 92,9+22,1 108,1+35,9 ns

Si seleccionamos las orejuelas derechas de pacientes sin patologia
tricispide estamos trabajando con auriculas sin 0 con escasa sobrecarga de
presion y/o volumen, por lo que los cambios en la expresion pueden achacarse
a la FA per se. Existe mayor expresiéon de la isoforma 2 de la HSP60 y menor
de la isoforma 2 de la desmina. En la practica totalidad del resto de las

proteinas persiste la tendencia a una mayor expresion (tablas 12-15).



Tabla 12. Diferencias en la orejuela derecha. Proteinas del metabolismo.

RS FA p

Proteina reguladora de glucosa

Isoforma 1 2,78+3,7 17,51+29,3 ns

Isoforma 2 7,96,7 39,56+40,2 ns

Isoforma 3 13,1£12,6 28,2+28,5 ns
Cadena B ATPasa

Isoforma 1 17,6+16,6 48,5+17,2 0.07

Isoforma 2 112,7+88,5 278,2+196 ns
Succinil CoA sintetasa 58,8448 156,2+178 ns
Piruvato deshidrogenasa 31,05+7,5 154,4+165 ns
Creatin quinasa

Isoforma 1 36,7+19,9 162+171 ns

Isoforma 2 51,4455,1 122,1+101 ns
Ubiquinol citocromo C reductasa 8,716,7 8,315 ns
Enoil CoA hidratasa 19,5+11,3 73,1£60,3 0.06
Glutation S transferasa 9,9+7,2 31,56+29,5 ns
NADH ubiquinona oxidorreductasa 23,9+20 26,812 ns
Isocitrato deshidrogenasa 20,649,2 49,8+38 ns
Serina-treonina fosfatasa

Isoforma 1 7,449,4 50,3+61,7 ns

Isoforma 2 18,5+£30,2 135,4+171,4 ns

Isoforma 3 14+13,4 127,2£143,9 ns

Isoforma 4 21,2414,3 38+37,9 ns




Tabla 13. Diferencias en la orejuela derecha. Proteinas del citoesqueleto.

RS FA p
o actina cardiaca
Isoforma 1 717,9+631 1818440 ns
Isoforma 2 65,6454 231,2+209 ns
Isoforma 3 17,145,8 41,131 ns
Actina 50,1+28,1 208,8+169 ns
Desmina
Isoforma 1 18,1217 11,7£19,6 ns
Isoforma 2 89,4179 17,4+20 0.03
Isoforma 3 55,5456 134,7+£107 ns
Isoforma 4 13,6+10 21,4%17,2 ns
Isoforma 5 25,7+54,8 24,2+15,6 ns
Isoforma 6 8,4+5,4 12,5+7,8 ns
Isoforma 7 15,5+16 71,9773 ns
Isoforma 8 31,2+28,7 41,7+£37,1 ns
Cadena a tropomiosina 13,5+12,6 53,7+42,9 0.09
Cadena B tropomiosina 72,9432,3 200,5£175 ns
Cadena ligera miosona
Isoforma 1 11,9+12,5 41+38 ns
Isoforma 2 72,5+52,8 161,4+29,4 0.057

Tabla 14. Diferencias en la orejuela derecha. Proteinas de la inflamacién.

RS FA p

HSP 60

Isoforma 1 5,5+7,9 15,5+11,5 ns

Isoforma 2 22,3+17,9 75,3+55,5 0.008

Isoforma 3 84,1+58,6 246,9+172 0.07

Isoforma 4 9+5,5 38,7+35,9 0.07
a antitripsina

Isoforma 1 46,8+46 98,4+117 ns

Isoforma 2 65,8+45,4 81,5+71,3 ns
Apolipoproteina A1 18,519 24,7£17,7 ns
Peroxirredoxina 29,5+42,9 113,4+£101,4 ns

HSP 27 36,6+33,1 68,7+£16,8 ns




Tabla 15. Diferencias en la orejuela derecha. Otras proteinas.

RS FA p

Albumina 2572,6+1441 5958,5+7563 ns
Proteina 14

Isoforma 1 16,8+9,6 5,5+4,5 ns

Isoforma 2 81,5+55,5 41,3+£29,9 ns
Complemento sérico amiloide

Isoforma 1 117,5+£133,5 164,3+185,6 ns

Isoforma 2 27,7289 90498 ns
Precursor albumina

Isoforma 1 108,05+68,2 218,3+x116,4 ns

Isoforma 2 92,9+49,6 133,9+138,5 ns

4.7 Diferencias en la orejuela izquierda entre pacientes en RS y FA.

Se han encontrado diferencias en la expresion de 4 proteinas. La
cadena B de la tropomiosina y la isoforma 3 de la HSP 60 estan
sobreexpresadas en la orejuela izquierda de los pacientes en FA, mientras que
la isoforma 4 de la desmina y la isoforma 2 de la proteina 14 estan disminuidas.
Al igual que en la auricula derecha hemos encontrado tendencia a la
sobreexpresion de la mayoria de las proteinas en la Ol en FA, y en muchas de

ellas es probable que esa diferencia sea significativa al aumentar la n (figuras

32-35 y tablas 16-19).
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Tabla 16. Diferencias en la orejuela izquierda. Proteinas del metabolismo.

RS FA p

Proteina reguladora de glucosa

Isoforma 1 6,7+3,3 11,346,7 ns

Isoforma 2 19+7,4 56,9+24,4 ns

Isoforma 3 31,2+7,2 38,4+7,2 ns
Cadena B ATPasa

Isoforma 1 33,511 77,4414 ns

Isoforma 2 146,2+29,2 205,1+35,5 ns
Succinil CoA sintetasa 44,8+18,5 98+28,3 ns
Piruvato deshidrogenasa 29,846,8 114,7£35,5 0.09
Creatin quinasa

Isoforma 1 52,3+12,6 57,1£16,9 ns

Isoforma 2 52,6+20,1 113,5+46,8 ns
Ubiquinol citocromo C reductasa 26,9+12 8,3+3,6 0.08
Enoil CoA hidratasa 24,5+18,5 47,7+7,7 ns
Glutation S transferasa 11,8+3,6 35,4+14,4 ns
NADH ubiquinona oxidorreductasa 38,2+8,9 23,7+4,3 ns
Isocitrato deshidrogenasa 20,9+4 28,4143 ns
Serina-treonina fosfatasa

Isoforma 1 4,3+1 22,3+8,8 ns

Isoforma 2 10,9+3,4 29,9+£13,9 ns

Isoforma 3 19,245,9 35,9+11,7 ns

Isoforma 4 35,917 37+11,5 ns




Tabla 17. Diferencias en la orejuela izquierda. Proteinas del citoesqueleto.

RS FA p
o actina cardiaca
Isoforma 1 970,4+399,8 1609,9+559,1 ns
Isoforma 2 57,2+15,9 150,7+51,7 ns
Isoforma 3 22,848,1 29,948,2 ns
Actina 51,4479 104,5+29,4 ns
Desmina
Isoforma 1 15,4491 14,7+5,7 ns
Isoforma 2 77,4+22,8 54+20,8 ns
Isoforma 3 95+24,4 138+22,3 ns
Isoforma 4 84,4432 18+4,5 0,004
Isoforma 5 57,2+25,6 36,2+14,9 ns
Isoforma 6 37,8+25,6 20,1+£5,4 ns
Isoforma 7 43,9+10,8 59,6+23,7 ns
Isoforma 8 36,418 47,4+12,9 ns
Cadena a tropomiosina 23,5+4,3 48,3+14,1 ns
Cadena B tropomiosina 66,2+18,2 328,895 0.007
Cadena ligera miosona
Isoforma 1 12,648 20,8+9,6 ns
Isoforma 2 35411 227,5£142,3 ns

Tabla 18. Diferencias en la orejuela izquierda. Proteinas de la inflamacion.

RS FA p

HSP 60

Isoforma 1 5,514 21,3+10,9 ns

Isoforma 2 40,2+18,5 59,9+16,9 ns

Isoforma 3 87,3+31,1 312,9+90 0.01

Isoforma 4 10,943,5 25,179 ns
o antitripsina

Isoforma 1 33,319,4 91,3+21,7 0.07

Isoforma 2 48,9+4,8 11,9+43,5 ns
Apolipoproteina A1 6,2+1,5 12,745,6 ns
Peroxirredoxina 20,2184 74,9+20,8 0.07

HSP 27 27,3£13,3 57,814 ns




Tabla 19. Diferencias en la orejuela izquierda. Otras proteinas.

RS FA p

Albumina 2767,4+460,4  3397,61675,8 ns
Proteina 14

Isoforma 1 19,7+10,2 8,1+5,9 0.07

Isoforma 2 57+11,1 24,2+9,9 0.04
Complemento sérico amiloide

Isoforma 1 64,4+16,7 167,7+64,2 ns

Isoforma 2 18,944,2 41,8+13,7 ns
Precursor albumina

Isoforma 1 136,3+31,3 219,8+57,9 ns

Isoforma 2 66,8+23,6 86,9+24,2 ns

4.8 Relacion entre el tamaio auricular izquierdo y expresion proteica.

Hemos analizado esta relacion a través del modelo de regresion lineal
simple, donde el tamafio auricular izquierdo es la variable independiente y el
nivel de las distintas proteinas la variable dependiente (tabla 20). Existe
correlacion positiva entre el tamano auricular y proteinas del metabolismo
(isoforma 2 de la proteina reguladora de glucosa, succinil CoA sintetasa y
glutation transferasa), proteinas del citoesqueleto (isoforma 2 de la a actina
cardiaca, beta tropomiosina y actina) e inflamatorias (isoformas 1,3 y 4 de la

HSP 60). También existe correlacion con la proteina 24, pendiente de

identificar.



Tabla 20. Relacién entre tamaino auricular u expresion proteica.

r r p
METABOLISMO
P. reguladora de glucosa (isof. 2) 0.45 0.21 0.049
Succinil CoA sintetasa 0.55 0.30 0.027
Glutation transferasa 0.56 0.26 0.034
Piruvato deshidrogenasa 0.44 0.19 0.082
Ubiquinol citocromo C reductasa -0.44 0.2 0.08
Creatin quinasa (isoforma 2) 0.44 0.2 0.073
CITOESQUELETO
B tropomiosina 0.74 0.55 0.002
Actina 0.55 0.31 0.02
a actina cardiaca (isoforma 2) 0.57 0.33 0.015
Desmina (isoforma 7) 0.43 0.18 0.093
Cadena ligera miosina (isoforma 2) 0.47 0.22 0.087
INFLAMACION
HSP60
Isoforma 1 0.53 0.28 0.033
Isoforma 2 0.45 0.20 0.07
Isoforma 3 0.58 0.33 0.018
Isoforma 4 0.57 0.33 0.024
a antitripsina
Isoforma 1 0.48 0.23 0.067
Isoforma 2 0.48 0.23 0.066
OTRAS
Complemento sérico del amiloide (isoforma 1) 0.45 0.2 0.069
Proteina 24 0.58 0.33 0.018

Hemos analizado también la asociacién entre la duraciéon de la FA y la
expresion de proteinas, encontrandose solo correlacion positiva con los niveles
de la isoforma 3 de la proteina reguladora de la glucosa en la orejuela derecha

(r=0.85, r*=0,72, p=0.015).



5. DISCUSION.




5. DISCUSION.

La FA es la taquiarritmia supraventricular mas frecuente con una
prevalencia en la poblacion general de aproximadamente el 1%. Ademas su
frecuencia aumenta con la edad, de manera que el 6% de los mayores de 65
afios y el 10% de los mayores de 80 afios la presentan'. En los pacientes
sometidos a cirugia cardiaca la incidencia de FA preoperatoria es aun mayor:
30-60% de los pacientes sometidos a cirugia mitral, 15-20% de los sometidos a
cirugia valvular aortica y 1-4% de los pacientes sometidos a cirugia coronaria.
Se calcula que en el aio 2020 mas de 9 millones de estadounidenses tendran
FA, siendo el 50% de ellos mayores de 80 afios. Se trata de una patologia
multifactorial, que la mayoria de las veces se inicia como una enfermedad
paroxistica o intermitente y que evoluciona con el tiempo a una forma crénica o
permanente®.

Su presencia duplica la mortalidad cardiovascular y de cualquier causa
y multiplica por 2-5 el riesgo de ACVA. Los ACVAs relacionados con la FA
tienen mayor mortalidad, el déficit es mas severo y la recurrencia mas
frecuente. Los pacientes sometidos a cirugia cardiaca con FA preoperatoria
tienen mayor mortalidad hospitalaria y menor supervivencia en el
seguimiento’ .

El mecanismo intimo de la FA todavia no esta claro y es probable que no
exista un mecanismo Unico para todos los casos®. En el caso de los pacientes
con patologia mitral el hecho fisiopatolégico basico que lleva al desarrollo de la
arritmia es la sobrecarga de presion y/o volumen de la Al. Esta sobrecarga
determina la dilataciéon auricular, que constituye el substrato para el

establecimiento de la arritmia. La dilatacion no solo implica un aumento de



tamano de la cavidad, también se produce hipertrofia de miocitos, fibrosis y una
serie de cambios electrofisiolégicos y metabdlicos que favorecen el
establecimiento de la arritmia (remodelado auricular). El remodelado que sufre
la auricula puede entenderse como una respuesta adaptativa del miocito en un
intento de mantener la homeostasis frente a la “agresién”. La propia FA
contribuye a ese remodelado auricular anatémico y funcional que determina la
perpetuacion de la arritmia convirtiéndola en cronica®.

La induccion de FA produce en la auricula un estado hipermetabdlico,
triplicando el flujo coronario y el consumo de oxigeno. Cambia la principal
fuente de energia de los miocitos, pasando de la beta oxidacion de los acidos
grasos a la glicolisis, y aumenta la produccién de lactato® """  Esto
determina una menor disponibilidad de energia y por ello una menor eficacia
contractil. Ademas se produce un aumento del estrés oxidativo, que causa una
disminucién de la actividad de la creatin quinasa miofibrilar (la proteina que
aporta el ATP para la contraccion) sin modificarse la creatin quinasa total. Al
disminuir la disponibilidad de ATP para la miosina, se produce un cambio
consistente en la sustitucion del isobmero a de la cadena pesada de la miosina
(actividad ATPasa rapida, que supone el 80% de la miosina de las auriculas
normales) por el isémero B (actividad ATPasa lenta)'*°.

En el area cardiovascular la protedmica esta comenzando, siendo la
mayor parte estudios meramente descriptivos. El primer estudio protedmico de
la fibrilacion auricular ha sido publicado en 2008'?, centrandose
fundamentalmente en los cambios metabdlicos presentes en los miocitos

auriculares de pacientes con FA persistente. Tomaron muestras de orejuelas

derechas de 3 tipos de pacientes: en RS, con FA permanente y en RS que



desarrollaron FA en el postoperatorio inmediato. El analisis protedmico solo es
una pequefna parte del estudio, realizandose ademas espectroscopia por
resonancia magnética de alta resolucion para el estudio de cambios
metabdlicos, Western blotting y determinacioén de niveles de distintas citoquinas
(proteina C reactiva, interleucina 6 y TNFa). Los pacientes con FA permanente
presentaron alteraciones en proteinas estructurales (fundamentalmente
fragmentacion de la actina, tubulina y desmina), deplecion de la peroxiredoxina
1 (proteina antioxidante), disminucion del precursor del ANP (péptido
natriurético atrial) y sobre todo cambios en las proteinas relacionadas con el
metabolismo. Asi encontraron aumento de la expresion de varias enzimas
relacionadas con la glicolisis (triosa fosfato isomerasa y gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa), de la cetoacetil-CoA-transferasa (enzima participante en la
utilizacién extrahepatica de cuerpos cetonicos) y de los complejos | y Il de la
cadena respiratoria (NADH deshidrogenasa y Ubiquinol citocromo C reductasa).

En pocos afios el conocimiento en esta area va a aumentar de forma
considerable y probablemente va a permitir la integracion de los datos
protedmicos y gendmicos con los datos funcionales obtenidos previamente de
estudios bioquimicos vy fisiolégicos, ayudando a una mejor comprension de la
enfermedad cardiovascular. Ademas, el continuo desarrollo tecnologico y la
introduccidon de nuevos abordajes estan permitiendo el rapido desarrollo de la

protedmica’®"*,



5.1 Interpretacion de los cambios encontrados en la expresion proteica.

Nuestros resultados muestran que la orejuela de los pacientes en FA
hay un aumento de la expresion de diferentes isoformas proteicas relacionadas
con el metabolismo, el citoesqueleto y la respuesta inflamatoria. Estos cambios
se objetivaron tanto en la orejuela derecha como izquierda, y fueron
cuantificados en unidades arbitrarias. Mediante espectrometria de masas se
identificaron las diferentes isoformas proteicas.

El hecho fisiopatolégico basico que determina el desarrollo de la FA en
estos pacientes es la valvulopatia mitral, que a través de la sobrecarga de
presion y/o volumen en la auricula izquierda determina el remodelado
anatémico (dilatacién, hipertrofia, fibrosis) y eléctrico que facilita un entorno
favorable para el establecimiento de la arritmia. Posteriormente tanto el
mantenimiento en el tiempo del trastorno hemodinamico como la propia FA
facilitan la perpetuacion de la arritmia. Las diferencias en la expresion proteica
en la Al son consecuencia de la FA aunque también puede jugar un papel el
hecho de que se trate de una enfermedad valvular mas evolucionada (de hecho
los pacientes en RS son mas jovenes y tienen la Al menos dilatada),
participando esas alteraciones en el mantenimiento de la arritmia. En el caso
de la AD, al no existir sobrecarga hemodinamica, el mas probable agente

causal de los cambios sea la FA.



5.1.1 Comparacién de la expresion proteica entre orejuela derecha e

izquierda en los pacientes en ritmo sinusal.

Se ha detectado mayor expresién en la orejuela izquierda de la isoforma
5 de la desmina y de la ubiquinol citocromo C reductasa, y una tendencia a
mayor expresion también de la proteina reguladora de la glucosa, la NADH
ubiquinona oxidorreductasa, isoformas 3,46 y 7 de la desmina, alfa
tropomiosina e isoforma 2 de la HSP. Sélo uno de los pacientes en ritmo
sinusal presentaba valvulopatia tricuspide (sobrecarga de volumen en la
auricula derecha) pero todos presentaban valvulopatia mitral (sobrecarga de
presion y/o volumen), por lo que dichas diferencias en la expresion podrian
estar inducidas por la sobrecarga hemodinamica que determina que la Al sea
mas patologica.

El aumento de las enzimas de la cadena respiratoria (NADH ubiquinona
oxidorreductasa y ubiquinol citocromo C reductasa) y de la proteina reguladora
de la glucosa manifiestan unos mayores requerimientos metabdlicos de la Al
probablemente en relacion con la sobrecarga hemodinamica y la hipertrofia.
Esta ultima determinaria la mayor expresion de la de la alfa tropomiosina,
proteina del aparato contractil celular, y de la desmina. La desmina es una
proteina del citoesqueleto que forma parte de los desmosomas, areas
especializadas de la membrana plasmatica que facilitan la conexién
intercelular. Todo ello justifica también la mayor expresion de proteinas

inflamatorias como la HSP60.



5.1.2 Comparacién de la expresion proteica entre orejuela derecha e

izquierda en los pacientes en fibrilaciéon auricular.

Al contrario que en los pacientes en RS, en los pacientes en FA el patron
de expresion proteico de ambas orejuelas es muy parecido, con valores muy
similares para todas las proteinas. De hecho la unica proteina en la que se
alcanza significacidon estadistica, la isoforma 7 de las desmina, los niveles en
orejuela derecha e izquierda son 58,3 U.A. y 59,5 U.A., por lo que la relevancia
clinica de la diferencia es escasa. Probablemente los pacientes en RS
representan un estadio menos evolucionado de la enfermedad, afectando los
cambios solo a la Al. Los pacientes en FA son pacientes con enfermedad mas
evolucionada, por lo que los cambios en la expresidn proteica son mas difusos,
afectando a ambas auriculas, y las diferencias entre ambas son menores. Si
consiguiéramos definir el proteoma de las orejuelas de pacientes sin
cardiopatia podriamos comprobar si la expresion de determinadas proteinas va
aumentando desde los pacientes sanos hasta los pacientes con valvulopatia en

FA.

5.1.3 Comparacién de los cambios en la expresion proteica en la orejuela

derecha de pacientes en RS y FA.

Se ha detectado en la orejuela derecha de pacientes en FA una mayor
expresion de proteinas del citoesqueleto (isoformas 7 de la desmina y alfa
tropomiosina) y de la inflamacién (isoforma 3 de la HSP60) mientras que la

isoforma 2 de la desmina y la isoforma 1 de la proteina 14 (pendiente de



identificar) estan disminuidas. Aunque no alcanzan significacion, el nivel de la
practica totalidad de las proteinas analizadas es mayor en la orejuela derecha
de los pacientes en FA.

Estos hallazgos apoyarian los estudios previos que por otras técnicas
muestran un remodelado anatémico y un estado hipermetabdlico (con aumento
del metabolismo de la glucosa) en las auriculas en FA. Existe tendencia a la
sobreexpresioén de enzimas del metabolismo de la glucosa (proteina reguladora
de la glucosa, piruvato deshidrogenasa), del ciclo de Krebs (isocitrato
deshidrogenasa, succinil CoA sintetasa), creatin quinasa, beta oxidacién de los
acidos grasos (enoil CoA hidratasa) y de enzimas controladoras de la funcién
de otras proteinas (serina-treonina fosfatasa). El remodelado anatomico se
expresa por una mayor expresion de la alfa actina cardiaca, de fragmentos de
actina, cadenas alfa y beta de la tropomiosina, cadena ligera de la miosina e
isoformas 3 y 7 de la desmina. El mayor estrés celular se manifiesta a través de
la sobreexpresion de las proteinas HSP 60 (las 4 isoformas), apolipoproteina
A1, peroxirredoxina y HSP 27.

Si seleccionamos las orejuelas derechas de pacientes sin patologia
tricispide estamos trabajando con auriculas sin 0 con escasa sobrecarga de
presion y/o volumen, por lo que los cambios en la expresion pueden achacarse
a la FA per se. Existe mayor expresiéon de la isoforma 2 de la HSP60 y menor
de la isoforma 2 de la desmina. En la practica totalidad del resto de las
proteinas persiste la tendencia a una mayor expresion (tablas 17-20). Esto
apoyaria que la FA por si misma induce tanto las alteraciones anatomicas

como las metabdlicas, sin necesidad de un trastorno hemodinamico de base.



Estudios recientes sefialan que la inflamacioén podria jugar algun papel
en el establecimiento y perpetuacién de la FA"' Un ejemplo claro es la FA tras
cirugia cardiaca, donde existe un estado proinflamatorio que participa en su
establecimiento. De hecho, el uso de corticoides en el perioperatorio disminuye
su incidencia™?. La inflamacién produce cierto grado de miocarditis, que
determina a su vez los cambios tanto electrofisiolégicos como estructurales que
llevan al desarrollo de la arritmia. Varios trabajos han mostrado un aumento de
interleucina 6 y proteina C reactiva en los pacientes con FA, e incluso el nivel
elevado de esta ultima es factor de riesgo independiente para el desarrollo de
FA en el seguimiento133. Ademas, los pacientes con FA permanente tienen
niveles mas elevados de proteina C reactiva que los pacientes con FA
paroxistica, y a mayor nivel de la proteina, menores posibilidades de éxito de la
cardioversion. Existe ademas asociacion entre la duracion de la arritmia y el

tamario de la Al con los niveles de estos dos marcadores'®

, lo que sugiere el
papel de la respuesta inflamatoria también en el remodelado auricular. Tanto
los inhibidores de la enzima de conversidn de la angiotensina como las
estatinas, han mostrado en distintos estudios su capacidad de disminuir la
incidencia de FA en el seguimiento a través de su actividad antiinflamatoria’*.

Todas las proteinas relacionadas con la inflamacion identificadas
en nuestro estudio estan sobreexpresadas en la orejuela derecha en FA al
compararla con la orejuela derecha en RS. Aunque solo alcanza significacién
estadistica la isoforma 2 de la HSP60, el resto de isoformas estan al limite de la
significacidn, que probablemente se alcanzara al aumentar el tamafo de la

muestra. Las proteinas HSP (heat shock proteins) constituyen una familia de

proteinas que participan en la defensa ante el estrés celular a través de la



inhibicion de la agregacion de proteinas'®. La sobreexpresién de las mismas
en los pacientes en FA representaria una respuesta de la auricula ante la
agresion producida por la inflamacion y la propia FA, actuando como
inhibidoras del remodelado auricular. Estudios experimentales han mostrado su
efecto protector frente a la induccién de FA, pudiendo incluso jugar un papel en
la interrupcion de la progresion de la FA paroxistica a permanente. Mandal et
al'®’, al analizar el nivel de HSP en la auricula de pacientes en RS sometidos a
cirugia cardiaca, comprueban que los pacientes con mayor expresion de estas
proteinas tienen menor incidencia de FA postoperatoria. Su efecto contra el
remodelado eléctrico y anatomico de la auricula se produce a través de al
menos tres mecanismos: por proteccion directa de las proteinas contractiles,
preservando la funcion de los canales L del calcio e inhibiendo la calpaina,
enzima que degrada las proteinas contractiles y los canales de calcio y que se

activa durante la FA como consecuencia de la sobrecarga de calcio intracelular.
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Figura 36. Remodelado auricular y papel de las HSP (Brundel B*)



Todo ello esta abriendo un campo de investigacion en relacion con la
manipulacion farmacologica de estas proteinas, buscando un efecto
beneficioso sobre la evolucion de la enfermedad y sobre la recuperacion de la
funcion contractil auricular a través de la induccién de la sobreexpresion de las
HSP. Un ejemplo es la geranil-geranil-acetona, un farmaco antiulceroso que
induce la sintesis de HSP en distintos tejidos y cuyos resultados en el modelo

animal estan siendo esperanzadores.

5.1.4 Comparacién de los cambios en la expresion proteica en la orejuela

izquierda de pacientes en RS y FA.

Se ha detectado en la orejuela izquierda de los pacientes en FA una
mayor expresion de proteinas del citoesqueleto (cadena beta de la
tropomiosina), y relacionadas con la respuesta inflamatoria (isoforma 3 de la
HSP 60), mientras que la isoforma 4 de la desmina y la isoforma 2 de la
proteina 14 estan disminuidas. Al igual que en la AD, existe sobreexpresion de
otras muchas proteinas que aunque no alcanzan significacion estadistica
sugieren el remodelado anatomico y funcional. Estas alteraciones tanto
estructurales como funcionales mas marcadas en la Al se pueden explicar no
solo por la presencia de FA. Es probable que las Als en FA representen una
enfermedad mas evolucionada, con mas sobrecarga de presion y/o volumen

y/o mayor duracion de dicha sobrecarga.



5.2 Correlacion entre tamano auricular izquierdo y expresion proteica.

Hemos encontrado correlacion lineal positiva entre el tamafio auricular y
la expresién de proteinas del metabolismo (piruvato deshidrogenasa, lactato
deshidrogenasa, creatin kinasa) y proteinas del citoesqueleto (a actina
cardiaca, isoforma 3 de la desmina y actina). Esto se puede explicar porque a
mayor dilatacién auricular mayor remodelado a nivel tanto estructural como
metabdlico.

Lo ideal seria poder separar la FA y el tamafio auricular izquierdo, pero
eso es muy dificil en este subgrupo de pacientes. La dilatacion auricular
izquierda es el causante de la FA en ellos. Es excepcional que los pacientes
con valvulopatia mitral significativa, y por lo tanto con indicaciéon de cirugia
mantengan el ritmo sinusal, por lo que la mayoria de pacientes en RS tendran
Al de tamafo normal y la mayoria de pacientes en FA la tendran dilatada. En
nuestra serie todos los pacientes en FA menos uno tenian la Al severamente

dilatada (>55mm) y ningun paciente en RS tenia una auricula mayor de 50mm.

5.3 Limitaciones del estudio.

Este trabajo debe ser considerado como un estudio piloto que muestra
como la protedmica puede ser una técnica util para identificar cambios en la
expresion de diferentes proteinas y conocer mas en profundidad sobre los
cambios moleculares inducidos en la FA.

La principal limitacion del estudio es el tamafo muestra. El grupo de

pacientes sometidos a cirugia cardiaca en el que la FA es mas prevalente es el



de los mitrales. Esto hace que sea facil obtener pacientes con FA pero bastante
mas dificil en RS.

Ademas al ser la dilatacion auricular la norma hace que sea muy dificil
separar la variable FA de la variable tamafio auricular. Seria muy interesante
disponer del andlisis protedmico de orejuelas izquierdas sanas en RS y de
orejuelas izquierdas en FA pero sin ninguna sobrecarga hemodinamica. Esto
es imposible en nuestra muestra al presentar todos los pacientes valvulopatia
mitral. Para obtener un niumero importante de pacientes en FA con auricula
normal tendriamos que estudiar otra patologia, como por ejemplo la
enfermedad coronaria y asi poder estudiar las alteraciones en el proteoma
producidas por la FA de manera mas “aislada”.

Por otra parte el numero reducido de enfermos, las caracteristicas
semicuantitativas de muchas variables y el uso de test no paramétricos que son
mas “robustos”, es decir, mas exigentes a la hora de encontrar diferencias
significativas, aumentan la posibilidad de cometer el error estadistico tipo Il: que
se acepte la hipétesis nula como verdadera, esto es, que no se encuentren
diferencias estadisticamente significativas cuando en realidad si existen. Esto

se podria solventar aumentando el tamafio de la muestra.



6. CONCLUSIONES.




6. CONCLUSIONES.

1. Es posible realizar un analisis protedmico de los cambios en la expresion
proteica de la orejuela humana en pacientes sometidos a cirugia mitral.

2. En la orejuela de los pacientes en FA hay un aumento de la expresién de
diferentes isoformas proteicas relacionadas con el citoesqueleto, metabolismo y
la respuesta inflamatoria.

3. El aumento de las proteinas del citoesqueleto (desmina, alfa y beta
tropmiosina) estaria en relacion con el remodelado anatémico inducido por los
transtornos hemodinamicos y por la propia FA.

4. El aumento de determinadas enzimas sugieren un estado hipermetabdlico de
las orejuelas en FA con aumento de la glucosa como sustrato a través de la
glicolisis.

5. El aumento de la HSP 60 indica estrés celular en las orejuelas en FA.

6. La correlacion positiva del tamano auricular izquierdo con proteinas del
metabolismo (proteina reguladora de la glucosa, succinil CoA sintetasa), del
citoesqueleto (a actina cardiaca, beta tropomiosina y actina), y de la respuesta
inflamatoria (Isoformas 1,3 y 4 de la HSP60) sefalan que a mayor tamano
auricular mayor remodelado estructural y funcional.

7. Es preciso aumentar el numero de pacientes estudiados para definir mejor las
alteraciones tanto histologicas como funcionales que se producen en la FA.

8. Aunque existe una relacién intima entre la sobrecarga hemodinamica, el
tamano auricular y el desarrollo de la FA, la arritmia per se es capaz de inducir
cambios en la expresidon proteica como se deduce del analisis de las orejuelas
derechas sin valvulopatia tricuspide, en las que la unica diferencia es la

presencia o ausencia de la FA.



8. El analisis protedmico de orejuelas de pacientes en RS y FA sin sobrecarga
hemodinamica auricular, podria ayudarnos a diferenciar mejor las alteraciones
inducidas exclusivamente por la FA de las inducidas por el transtorno

hemodinamico.
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8. ANEXO



ANEXO I: CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MUESTRAS QUIRURGICAS

[ o] 71 5 T - TSR da
su consentimiento para donar de forma voluntaria, con el fin de realizar investigacion,
al Banco de Muestras del Instituto Cardiovascular del Hospital Clinico San Carlos, el
excedente de tejido obtenido de la intervencion quirdrgica a la que va a ser sometido.
En todo momento, el personal del Banco de Muestras del Instituto Cardiovascular se
compromete a salvaguardar la confidencialidad y anonimato de los datos, cumpliendo
con lo establecido en la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre de Proteccion de
Datos de Caracter Personal (articulo 7°). La informacién que se obtenga de sus
investigaciones, solo tendra acceso el personal del Banco de Muestras , ademas de
sus meédicos. La investigacién que se realizara con sus muestras sera la busqueda de
proteinas que puedan servir para el seguimiento de las patologias cardiovasculares y
para la busqueda de nuevas dianas terapeuticas. En los resultados de dichas
investigaciones y sus publicaciones no aparecera reflejado ningun dato que haga
referencia a datos del paciente. En cualquier momento usted podra pedir que se

retiren sus muestras del Banco.



ANEXO II: HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

PROTEOMICA OREJUELAS

Filiacion

n° Historia:

Edad:

Categoria

Nombre:

Sexo:

Patologia de base:

Factores de riesgo

Ritmo: Tipo FA: tiempo FA:

HTA: Hipercolest: DM:

Patologia

Patol.vascular: Fumador: EPOC:

Pat.mitral: Pat.Adrtica:

n°vasos: FE:

Tamano Al: EuroScore:

Medicacion:

Pat.Tricuspide: Etiologia:

PSAP: Cirugia previa:

Anticoags: Antilipémicos:

Betablogs: Diuréticos:

InhECA: Digoxina:

Antiarritmicos: Calcioantag:
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