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ACE: Enzima convertidora de angiotensina
ACT: Tiempo de coagulacion activado
BMI: Body Mass Index

CABG : Bypass aorto- coronario

CAD: Enfermedad Coronaria.

CEC: Circulacion Extracorpérea.

CMIA: Inmunoanalisis guimioluminiscente de microparticulas.

cMSC: Célula estromal mesenquimal cardiaca.
COPD. Chronic obstructive pulmonary disease
CPB: Bypass cardiopulmonar.

CPK : creatina fosfoquinasa / Creatinphokinase
CPK MB : Creatina fosfoquinasa sérica fraccion MB .
CRP : C- Reactive protein.

Dap. Arteria descendente posterior proximal.

ECG: Electrocardiograma.

ELFA: Técnica de inmunofluorescencia.

EPCs: Células progenitoras endoteliales

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica.

ETE: Ecocardiografia transesoféagica.
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FC: Frecuencia cardiaca

FITC: Fluoresceina isotiocianato

HDL: lipoproteinas de alta densidad

hiPSC: Célula madre pluripotencial del humano
HTA: Hipertension arterial

HPB: high blood pressure.

IFN- y: Interferén-y

IL-1: interleuquina-1.

IL-10: interleuquina-10

IMC: Indice de masa corporal.

IQR: Rango intercuartil.

LDL-C: lipoproteinas de baja densidad.

MFI : Sefales de fluorescencia.

MV: Microvesicula

MVs: Microvesiculas Endoteliales.

NAC : N- acetilcisteina

NO: éxido nitrico

ONCAB: Cirugia coronaria con circulacion extracorpérea
PBMCs: Células mononucleares en sangre periférica
PCI. Intervencion percutanea.

PCR: Proteina C Reactiva
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PCT: Procalcitonina.

Inflamacién y dafio endotelial en cirugia coronaria



PE: Ficoeritrina
PerCP:Peridina clorofilproteina

PMNs: Células polimorfonucleares
PVC: Presion venosa central

RIC: Rango Intercuartil

Sa02: Saturacion arterial de oxigeno
SC Superficie Corporal

SD: Desviacion estandar

SPSS: Programa estadistico
SS: score SYNTAX.
STEMI. ST-elevation myocardial infarction

T1: Tiempo 1 previo a la intervencion
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SIRS : Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
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T2: Tiempo 2, 15 minutos después del desclampaje aértico o en pacientes

sin isquemia, 15 minutos después de realizar bypass a Arteria descendente

anterior.

T3: Tiempo 3 a las 4 horas post- intervencion
T4: Tiempo 4 a las 24 horas post- intervencion
T5. Tiempo 5 a las 48 horas post- intervencién

T2 Periférica: Temperatura periférica
TAD:Tension arterial diastélica

TAM: Tension Arterial media .

- F & F F & ¥

TAS: Tension arterial sistélica

+ TGF-R: Factor de crecimiento — R
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TNF- a : Factor de necrosis tumoral —a.
Tnlc: Troponina | cardiaca.
VALV: Valvular

VCAM-1: molécula de adhesion celular vascular -1

- + + + ¥

VV: Vasos
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Introduccion

1. ENFERMEDAD CORONARIA Y CIRUGIA DE REVASCULARIZACION
MIOCARDICA.

1.1 ENFERMEDAD CORONARIA ATEROESCLEROTICA

La enfermedad de arteria coronaria ateroesclerética es el tipo mas comun de
enfermedad cardiovascular y una de las principales causas de muerte en paises
industrializados'. Es una enfermedad de la intima de las arterias, cronica,
progresiva y multifocal y esta limitada a los vasos epicardicos de grande y mediano
calibre; la obstruccion distal severa los vasos de pequefio calibre tiende a ocurrir

en corazones con enfermedad severa proximal o en pacientes diabéticos.

Los factores de riesgo coronario son condiciones que incrementan la
susceptibilidad de la persona a la morbilidad y mortalidad por ateroesclerosis en las
arterias coronarias, lo mas conocidos son: La dislipemia (hipercolesterolemia en
especial con lipoproteinas de baja densidad (LDL) e hipertrigliceridemia), un bajo
nivel de lipoproteinas de alta densidad (HDL), la hipertension arterial (sistélica y
diastdlica), el tabaquismo, la diabetes mellitus y la resistencia a la insulina, el
sedentarismo, la obesidad ( indice de masa corporal = 35), el estrés emocional, el
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hipoestrogenismo en mujeres, el nivel alto de homocisteina, nivel de fibriogeno y la
lipoproteina A.

La irrigacion del corazon esta a cargo de las dos primeras ramas de la aorta, las
arterias coronarias que nacen de los senos de Valsalva, inmediatamente por
encima del plano valvular adrtico, esta localizacion permite que en condiciones
normales no exista limitacion para la transmision del flujo y la presion generada por
el ventriculo izquierdo. La circulacion coronaria es la encargada de generar la
presion arterial necesaria para perfundir la circulacién sistémica al mismo tiempo
gue la fase sistolica del ciclo cardiaco impide su propia perfusién, por esta estrecha
conexién entre la contraccién del miocardio, el flujo coronario y el aporte de
oxigeno, el equilibrio entre a demanda y el aporte de oxigeno es un elemento
primordial para la funcién normal del corazén. Cuando se afecta el flujo sanguineo
coronario se altera esta relacion y este desequilibrio provoca hipotension que a su

vez, aumenta la isquemia miocardica?.

La revascularizacion coronaria es uno de los tratamientos mas importantes en
pacientes con enfermedad coronaria severa, y la realizacion de bypass coronario
en pacientes presenta beneficios muy importantes, mejorando la calidad y las

expectativas de vida®.

1.2. ISQUEMIA- REPERFUSION Y PROTECCION MIOCARDICA

La proteccion miocardica en cirugia cardiaca intenta mantener la viabilidad de los
miocitos durante el tiempo en que la aorta permanece clampada y el corazon
parado, disminuyendo el dafio que se produce con la reperfusion, restaurando los
procesos bioquimicos y energéticos que se han reducido en ese periodo. El
miocardio es totalmente dependiente del metabolismo aerdbico y necesita la

suficiente energia para mantener sus estructuras y una actividad continua
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contrdctil. La isquemia se produce cuando la demanda de oxigeno en el musculo

cardiaco supera el aporte.

La necesidad de proteger al miocardio del dafio perioperatorio isquémico se
plante6 por primera vez en 1954 cuando John Gibbon* realiz6 el primer cierre de
comunicacion interauricular con circulacién extracorporea, iniciando la era del
bypass cardiaco. La introduccion de la circulacion extracorpérea (CEC), permitid
inicialmente la reparacion de simples defectos cardiacos y posteriormente de
defectos mas complejos. Durante la historia de la cirugia cardiaca encontramos
diversos métodos de proteccion del corazén, desde la oclusiobn aodrtica
intermitente, hasta periodos mas largos de clampaje aodrtico para aislar el corazon
de la circulacion sistémica, con parada cardiaca electroquimica y enfriamiento
eficiente del miocardio. Sin embargo las principales mejoras en las estrategias del
cuidado del miocardio en la ultima década ha permitido que para muchos
pacientes, el riesgo operatorio en la cirugia cardiaca sea bajo®, a pesar de que
cada vez mas, los cirujanos se enfrentan a pacientes de alto riesgo sometidos a

formas complejas de cirugia.

1.2.1 ISQUEMIA DEL MIOCARDIO:

Las células miocardicas estan formadas por una membrana celular, denominada
sarcolema y en las mitocondrias contenidas en su interior, es donde tienen lugar
los procesos respiratorios y de obtencién de energia de la célula. El corazén que
es un 6rgano eminentemente aerdbico, libera energia almacenada, que utiliza para

el trabajo mecéanico®

La isquemia es consecuencia de la disminucion de perfusion tisular por oclusion de
arteria coronaria, y se produce por un desequilibrio entre la demanda miocardica y
el aporte vascular. No solo existe déficit de oxigeno, sustratos 6 energia sino que

también hay una incapacidad para extraer metabolitos toxicos como lactato y
Inflamacién y dafio endotelial en cirugia coronaria
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metabolitos téxicos. Durante una isquemia ya sea local o global hay en una misma
area distintos grados de lesion; esto produce a nivel celular una serie de cambios
que llevan a la disminucion de la fosfato creatina y se detiene el metabolismo
aerébico y se inicia el metabolismo anaerébico’ , lo que condiciona la acumulacion
de productos del metabolismo andxico como lactato y radicales libres que son
téxicos para la célula. En esta situacién aparecen defectos funcionales a nivel de
contractibilidad del miocardio y cambios electrocardiograficos asociados a estos
defectos Si el dafio se hace permanente y carece de adecuada circulacién colateral

lleva a la muerte celular®.

1.2.2 LESION POR REPERFUSION

Son los eventos que ocurren durante restablecimiento de la circulacién de un tejido
(miocardio) previamente isquémico (Coronaria previamente ocluida), y se suman a
los dafios ocasionados durante el tiempo de isquemia aunque por si misma la
reperfusion puede causar lesion®. Esto se debe a la incapacidad del corazén de
utilizar de manera adecuada el oxigeno y el calcio que se encuentran ausentes
durante la isquemia, y que durante la restauracién del flujo sanguineo puede ocurrir
una nueva liberacién de radicales libres de oxigeno con un flujo anormal de calcio;
la acumulacién intracelular de estos componentes puede producir alteracién en el
metabolismo celular y condicionar un dafio miocardico funcional y estructural.
Algunas células del miocéardico sufren mas dafio una vez el flujo se ha restablecido.
Esto se manifiesta en el postoperatorio de cirugia coronaria con arritmias

ventriculares y disfuncién contractil por miocardio aturdido®®. Fig 1y 2
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Reperfusion miocdrdica
e R
- Presente Ausente
Expresion
lisiopatologica Temprana Tardia
Isquemia Breve Prolongada Permanente
(minutos) (=6h) definitiva
Recuperacion Temprana Tardia No alcanzada
Necrosis Ausente Subendocardica Transmural
Infarto no G (infarto 0)
Salvamento
miocirdico Completo Incompleto No alcanzado
Recuperacion | | nmediaa Tardia
contractil l Completa  Incompleta  Supervivencia Escasa
celular Apaptosis
Tipos de Mormal Aturdimiento  Aturdimiento  Hibernante
miocardio transitorio crdnico Necrosado
(estropeado)

Fig 1.Reperfusion miocardica. Fases. Rev. Esp Cardiol.2004;57 (Supl 1):9-21. Vol 57 Num.
Supl.1
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Acute myocardial —p CArdiOProteCtive )y Myocardial c—) €55 lethal
infarction strategy reperfusion reperfusion injury

Ischemic postconditioning
Pharmacologic activation Thr&zl;olyti:
of the RISK pathway o

Pharmacologic inhibition ' '

of mitochondrial PTP opening
Percutaneous

Combined pharmacologic coronary intervention
approach

Figure 3. New Cardioprotective Strategies for Reducing Lethal Reperfusion Injury.

For patients with an acute myocardial infarction, ischemic postconditioning or pharmacologic agents that activate the reperfusion injury
salvage kinase (RISK) pathway or inhibit the opening of the mitochondrial permeability transition pore (PTP), or a multitargeted phar-
macologic approach before or during the immediate onset of myocardial reperfusion, may attenuate lethal reperfusion injury and reduce
the final myocardial infarct size.

Fig. 2 .Estrategias de cardioproteccion en lesion por reperfusion.J. Clin 2013;123:92-100

1.2.3 PROTECCION MIOCARDICA:

La isquemia y posterior reperfusion del miocardio de los pacientes sometidos a
cirugia cardiaca puede producir dafio reversible o irreversible, dependiendo de la
severidad y duracion de la agresion isquémica inicial. Por este motivo, es
importante realizar una adecuada proteccién miocardica perioperatoria con un
manejo dirigido a prevenir o disminuir el dafio inducido por la isquemia reperfusion.
“‘Hay que tener en cuenta que el corazdn latiendo 6 fibrilando consume de 8- 10

veces mas de oxigeno que cuando esta en asistolia” 1° .
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1.2.4 TECNICAS DE PROTECCION MIOCARDICA1213,

Los objetivos de la cirugia cardiaca son conseguir un adecuado resultado
anatémico y funcional evitando al tiempo el dafio miocardico intraoperatorio; para
minimizar este dafio se utilizan las técnicas de proteccion miocéardica para
mantener la viabilidad de los miocitos durante el tiempo de isquemia y evitar el
dafio por reperfusion, ya que una inadecuada proteccion del corazén conduce a

situaciones de bajo gasto y mayor morbimortalidad de los pacientes.

La proteccion miocéardica aerdbica fue descrita inicialmente en 1991 por
Lichtenstein!#;sin embargo, previamente a lo largo de los afios han sido estudiadas
y aplicadas las distintas técnicas de proteccion miocardica, comenzando por la
introduccién de cardioplejia cristaloide en 1976 y posteriormente la hematica fria en
1978. Inicialmente la proteccién miocardica se basaba en 2 puntos mantener el
corazén lo mas frio posible y se comenzaba una batalla contrareloj, cuanto menos
tiempo de clampaje mucho mejor. Sin embargo con el tiempo se ha observado que
la lesion del miocardio es mas dependiente de la forma de proteccion del corazén

gue del tiempo de pinzamiento adrtico.
La proteccién del miocardio tiene 3 tiempos:

1- Primer tiempo: Preparacion del corazon antes de la isquemia. Fortaleciendo

el metabolismo del corazén antes de la isquemia con un manejo adecuado de la
glucemia, de la hemodinamia, manteniendo buena tensién arterial y frecuencia
cardiaca, ademas de realizar una buena hidratacion del paciente. Todo ello esta

enfocado a evitar mayor consumo de oxigeno por el miocardio.

2- Sequndo tiempo: Durante la isquemia. Lo mas utilizado es la parada cardiaca

guimica reversible en diastole, inducida por una solucion de cardioplejia. Con esto
se intenta reducir las necesidades metabdlicas miocardicas y aportar sustratos. La

asistolia diastdlica inducida quimicamente, simultaneamente a la hipotermia a 20°,

Inflamacién y dafio endotelial en cirugia coronaria



36

reduce las demandas miocéardicas de oxigeno (MVOZ2) casi en un 95% respecto a

un corazén normotérmico y latiendo.

La cardioplejia puede administrarse directamente por via anterégrada en la raiz de
aorta, por ostium coronarios 0 injertos y retrograda por el seno coronario; en dosis

Unica o multiple y puede ser de 2 tipos: cristaloide y hemética.
Cristaloide: Administrada a 4°C para conseguir una temperatura de 10-15°C.

Hematica: Sangre mas solucién cristaloide en proporcion diferente 4:1 — 8:1. Es la
mas utilizada, tiene muchas ventajas: menor hemodilucion, proporciona oxigeno al
miocardio, los hidroelectrolitos y el ph son mas fisiolégicos, tiene capacidad

osmotica para disminuir el edema celular posee antioxidantes endégenos?®.

Administrando una cardioplejia fria a 4-10°C se consigue un enfriamiento
miocéardico de aproximadamente 15°C con hipotermia sistémica y enfriamiento

local.

3- Tercer Tiempo. Después de la isquemia. Minimizar el dafio por reperfusion,

con administracion de cardioplejia caliente, manejando la presién de reperfusiéon
tras desclampaje, mantener la presion arterial, evitar la distension ventricular,

realizar una desfibrilacion precoz y una correcta extraccion del aire intracardiaco.

La administracion de cardioplejia caliente durante la reperfusion ayuda a la

activacion de metabolismo celular.
1.3. REVASCULARIZACION MIOCARDICA QUIRURGICA

La primera derivacion aortocoronaria experimental fue realizada por Carrel en
1910%, pero fue en 1967 cuando Favaloro realiza su primer injerto aorto-
coronario, posteriormente en 1968 Flemmang, Johnson y Lepley (Milwaukee)
colocan los primeros puentes secuenciales, logrando los primeros puentes
bilaterales de arteria mamaria interna derecha e izquierda entre 1968 y 1972.
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171819 A lo largo de los afios 90 empezd a desarrollarse la angioplastia coronaria
(cardiologia intervencionista) como tratamiento de la cardiopatia isquémica y la
cirugia tiene que competir con este abordaje terapéutico menos agresivo que la

técnica quirtrgica.?° Fig 3y Fig 4.

Bypass
arterial
mamario
interno

Bypass
de arteria
radial

Areas del
bloqueo

Bypass de
vena safena

Fig. 3 Representacion esquematica de Bypass coronario. ADAM Atlas de anatomia
Humana.1997.
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Fig 4. Bypass Aortocoronario.

La cirugia coronaria Comprende dos tipos:

a) la destinada a mejorar el flujo coronario de territorios irrigados por arterias con

estenosis significativas funcionalmente (cirugia de revascularizacion miocardica), y

b) la que tiene como objetivo la reparacion de estructuras cardiacas dafiadas por
los episodios isquémicos (cirugia de las complicaciones agudas del infarto de
miocardio y de la miocardiopatia isquémica.
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Fig 5. Representacion esquematica Bypass coronario. 2012.MontSinai MedicalCenter.

La cirugia en la cardiopatia isquémica es uno de los procedimientos que mas se
realizan en los servicios de cirugia cardiaca en el mundo, esta ha demostrado su
capacidad para mejorar la sintomatologia, la calidad de vida y el pronéstico de
determinados grupos de pacientes 2. Existen una serie de condiciones en los
pacientes que han demostrado que la cirugia es idénea, y se encuentran
recogidas en las guias de revascularizacién coronaria® (Tabla 1).

Inflamacién y dafio endotelial en cirugia coronaria



40

Tabla 1. Indicaciones de Revascularizacion segun guias de Sociedad Europea de

Cardiologia.
Guia 2010 Guia 2014
Favorece Favorece Favorece Favorece
CABG PCl CABG PCl
102 VVsin DAp I1bC IC 1062 VVsin I1bC IC
DAp
16 2VVconDAp 1A IlaB 1V +DAp 1A 1A
TClaisladoocon1 1A llaB TCISS £22 IB IB
vaso, ostial
TClaisladoo conun IA I1bB TCI SS 22-32 1B I1aB
vaso, distalo
bifurcacion
TCl+ 2VV/3VV +5S £32 1A 11bB TCISS >32 IB 1B
TCl+ 2VV/3VV +SS >32 1A 1]}
3VV +55<22 1A IlaB 3VV+SS 1A IB
<22
3VV+SS5>22 1A A 3VV+SS IA 1B
>22

DAp: Descendente anterior proximal. VV Vasos. SS SYNTAX Score. Cardioteca. com

En resumen, los pacientes quienes en la angiografia presentan uno de los
siguientes hallazgos, tienen indicacion de revascularizacion quirdrgica,

especialmente si son diabéticos:
1. Estenosis de tronco de la arteria coronaria izquierda.

2. Estenosis proximal de 3 arterias coronarias principales (sobre todo si una

afectada es la arteria descendente anterior).

3. Estenosis proximal de la arteria descendente anterior sin posibilidad de realizar
angioplastia coronaria.
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4. Pacientes con sintomas graves, prueba de esfuerzo temprana positiva y funcion

ventricular izquierda disminuida.

1.3.1 ESCALA DE ESTRATIFICACION DE RIESGO:

Se han desarrollado numerosos métodos de estratificacién del riesgo, basados en
la complejidad anatémica o en riesgo clinico que se han demostrado Utiles en la

toma de decisiones.

EuroSCORE: Predice la mortalidad quirdrgica, se fundamenta en bases antiguas y
se ha demostrado que sobreestima el riesgo de mortalidad, por lo que no es

recomendable emplearlo.??

EuroSCORE II: Es la escala utilizada en nuestro trabajo, es un modelo actualizado
de EuroSCORE, de base de datos mas actuales, refleja mas adecuadamente la
practica quirargica actual. Ha demostrado su utilidad en los pacientes de CABG,

predice mejor la mortalidad que EuroSCORE %.

Modelo de Sociedad de Cirujans Toracicos ( STS) : Modelo de prediccion de riesgo
. Predice la mortalida intrahospitalaria o a los 30 dias. Tiene un modelo especifico
paa pacientes de cirugia coronarios y otro para pacientes de cirugia coronaria y

valvular?*?s,

Modelo SYNTAX: Clasifica la complejidad de las lesiones coronarias en pacientes
con enfermedad de troco comun izquierdo o con enfermedad de tres vasos, es
predictor independiente de eventos cardiacos y cerebrovasculares graves (

MACCE) a largo plazo ara pacientes tratados con ICP pero no con CABG.

Modelo SYNTAX Il: Combinacion de factores de riesgo tanto anatémicos como
clinicos y permite predecir la mortalidad a largo plazo de pacientes con enfermedad

arterial coronaria compleja y de tronco comun izquierdo®2¢. Tabla 2
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Tabla 2. Guia para calculo de la puntuacion de SYNTAX

Pasos

Variable evaluada

Descripcion

Paso 1

Paso 2

Dominancia

Segmento coronario

Paso3

Didmetro de estenosis

La importancia de los segmentos coronarios varia segiin la dominancia arterial coronaria (derecha o izquierda). La
codominancia no es una opcién en el método SYNTAX

El segmento coronario enfermo afecta directamente a la puntuacién, ya que a cada segmento se le asigna una puntuacién
dependiendo de su localizacién, desde 0,5 (p. ej., rama posterolateral) a 6 puntos (p. ej., tronco comiin izquierdo en caso
de dominancia izquierda)

Dominancia derecha

Factor de
ponderacion

Los puntos de cada segmento coronario enfermo se multiplican por 2 en caso de estenosis del 50-99% y por 5 en caso de
oclusion total
En caso de oclusion total, se anaden puntos adicionales segtn:
- Duracién > 3 meses o desconocida +
- Morfologia roma (sin mufién) +1
- Colaterales periadventiciales +1
- Primer segmento visible distalmente +1 por segmento no visible
- Rama lateral en el lugar de la oclusion +1 si el didmetro es < 1,5 mm
+1 condidmetro < 15mmo2 1,5 mm
+0 si el didmetro es 2 1,5 mm (p. ej., lesion en bifurcacién)

Paso 4

Paso 5

Paso 6
Paso 7
Paso 8

Paso 9

Lesion en trifurcacién

Lesion en bifurcacién

Lesion aorto-ostial
Gran tortuosidad
Longitud de la lesion

Calcificacion

La presencia de lesion trifurcada afade puntos segtin el nimero de segmentos enfermos:
- 1 segmento +3
- 2 segmentos +4
- 3 segmentos +5
- 4 segmentos +6

La presencia de lesidn en bifurcacion afade puntos por el tipo de bifurcacion segin la clasificacion de Medina®:
- Medina 1,0,0 00,10 01,1,0: afiade 1 punto
- Medina 11,1 00,0,1 0 1,0,1: ailade 2 puntos

Ademas, la presencia de un dngulo de bifurcacion < 70" aiade 1 punto

La presencia de lesion en segmentos aorto-ostiales aiade 1 punto
La presencia de gran tortuosidad proximal al segmento enfermo afiade 2 puntos
Una longitud de lesion > 20 mm afiade 1 punto

La presencia de calcificacion intensa afiade 2 puntos

Paso 10

Trombos

La presencia de trombos aflade 1 punto

Paso 11

Enfermedad difusa/vasos pequeiios

La presencia de segmentos con enfermedad difusa o segmentos estrechos (cuando el 75% de la longitud del segmento
distal a la lesion tiene un didmetro < 2 mm) ailade 1 punto por cada segmento
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1.3 CIRUGIA VALVULAR

Las enfermedades valvulares son alteraciones en la estructura valvular. La
inflamacién, el engrosamiento, la rigidez, la rotura, la mala coaptacién y la
calcificacion de las valvas determinan que el orificio o &rea valvular disminuya y/o
que el cierre sea incompleto. En 1912 Theodore Tuffier realizé a primera
operacion para el tratamiento de enfermedad valvular en un hombre joven con

estenosis aortica, en 1960 Harken realizo el primer implante valvular exitoso?’.

Mechanical valve

Artificial valve
is sewn in place

£ Healthwise, Incorporated

Fig 6. Representacion de vélvulas cardiacas

El diagnéstico y tratamiento de los pacientes con enfermedades valvulares
cardiacas ha sufrido importantes cambios gracias al avance en los diferentes
métodos de valoracion ventricular no invasivos, mejores protesis, técnicas de
reconstruccion, y tratamientos como la penicilina, que ha ayudado a la
disminucion de a la enfermedad reumética. La estenosis aortica es la anomalia
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valvular mas frecuente que se presenta principalmente como estenosis adrtica

calcificada en adultos de edad avanzada (5% mas de 65 afos).

Fig 7. Sustitucién Valvular Adrtica

La clasificacion de gravedad de las lesiones de las valvulas estan basadas en un
examen fisico completo, que debe ser correlacionado con una Ecocardiograma

Transtor&cico integral.

La indicacion de la intervencion en los pacientes con enfermedad valvular depende
de diferentes factores: la presencia o ausencia de sintomas, la gravedad de la
valvulopatia, la respuesta del ventriculo izquierdo y/o derecho con el volumen o
presion de sobrecarga causada por la valvulopatia, el efecto sobre la circulacion

pulmonar o sistémica y un cambio en el ritmo cardiaco?.
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2. ENDOTELIO VASCULAR:

El endotelio es la capa de revestimiento celular de todos los vasos sanguineos
arteriales y venosos, del interior del corazon, linfaticos y cuerpos cavernosos.
Forma una barrera estructural entre el espacio vascular y los tejidos. Ya no se
considera una estructura inerte, debido a los hallazgos realizados por los premio
nobel de Fisiologia y Medicina en 1998 Robert Furchgott, Ferid Murad y Louis
Ignarro, que dieron a conocer algunos mecanismos bioquimicos de la funcion del
endotelio vascular en la regulacion del tono vasomotor como respuesta a la
acetilcolina?®. Actualmente se sabe que el endotelio juega un papel muy importante
en el control de la funcién y de la estructura vascular por su produccién del 6xido
nitrico (NO)*°. Ademas, es el encargado de regular el crecimiento del tejido a su
alrededor: en su estado basal, previene la proliferacion del musculo liso al secretar
TGF-B (factor de crecimiento transformante —R) y expresion de moléculas
parecidas al “heparan”.En definitiva, un endotelio sano desempefia un papel activo
en la regulacién fisiol6gica del tono vascular, la migracion del musculo liso
vascular, resistencia a la trombosis inhibiendo la adhesién de las plaquetas y los
leucocitos a la superficie vascular y manteniendo un equilibrio de la actividad
profibrinolitica y protrombética®.. En contraste, un endotelio activado promueve la
coagulacion, la endotoxina bacteriana, la liberacién de citokinas inflamatorias (IL-
1) y las proteinas glucosiladas, presencia de que son factores que pueden activar

el endotelio y promover la actividad procoagulante®.

2.1 ENDOTELIO EN LA INFLAMACION

El proceso inflamatorio se caracteriza por el movimiento de células y fluidos desde
la sangre hacia los tejidos extravasculares en un intento de localizar el estimulo

nocivo, produciendo una reaccion en el tejido conectivo vascularizado. En este
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proceso participan mediadores de factores quimiotacticos (citocinas, quimocinas)
producidas localmente por el tejido dafiado®3.

2.1.1. ATEROESCLEROSIS:

La ateroesclerosis es una enfermedad inflamatoria que puede afectar a cualquiera
de las arterias del cuerpo principalmente las arterias coronarias, arterias carotidas,
arterias de miembros inferiores y arterias renales, manifestdndose de diferente
manera segun el area afectada y el grado de estenosis que tengan .

Las lesiones de la ateroesclerosis se asocian con una serie de respuestas
moleculares y celulares muy especificas caracteristicas de una enfermedad
inflamatoria®2. La inflamacién se encuentra presente en todas las fases de la
ateroesclerosis; los leucocitos de la sangre no se adhieren en un endotelio normal.
Desde la etapa inicial de la ateroesclerosis cuando la monocapa endotelial se
inflama y se incrementa la expresién de las moléculas de adhesion, que se unen
a ligandos afines en los leucocitos; hasta etapas avanzadas, cuando la placa se
rompe Yy el factor tisular inducido por la sefial inflamatoria desencadena el trombo,
gue causa las complicaciones mas graves de la aterosclerosis (Infartos agudos,

accidentes cerebro vasculares, isquemias cronicas reagudizadas)®.
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Fig 8. Factores de riesgo en ateroesclerosis.

Se ha demostrado que las enfermedades inflamatorias crénicas autoinmunes como
la artritis reumatoide®®, lupus eritematoso sistémico, psoriasis, espondiloartropatias
seronegativas®, enfermedad inflamatoria intestinal®’, se asocian con
ateroesclerosis acelerada y tienen mayor morbimortalidad cuando se comparan

con la poblacién normal®®,

La disfuncién endotelial constituye el paso inicial y béasico en el desarrollo y
progresion de la ateroesclerosis, y de sus complicaciones clinicas; las condiciones
comunes que predisponen a la aterosclerosis, como la hipercolesterolemia, la
hipertension, la diabetes, y el tabaquismo, se asocian con disfuncion endotelial

que conlleva a un fenotipo proinflamatorio y protrombético del endotelio®*.
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2.1.2 MARCADORES BIOQUIMICOS INFLAMATORIOS

PROTEINA C REACTIVA:

La proteina C ( PCR) reactiva es un reactante de fase aguda y un marcador no
especifico de la inflamacion. Es liberado por el higado después de la estimulacion
predominante de IL-6 y otras citoquinas®, se liga directamente a la fosfocolina de
los microorganismos y aumenta hasta 50.000 veces en estados inflamatorios
agudos con una secrecion que se inicia de 4 a 6 h después de la estimulacion con
un pico a las 36 h*. Fue descubierta en 1930 por William S. Tillett y Thomas
Francis, Jr, quienes encontraron un nuevo antigeno de la bacteria del
Streptococcus pneumonie y la llamaron Fraccién C, observando su reaccion con el
suero de pacientes afectados por neumonia*’. Inicialmente se creia que esta
proteina estaba relacionada directamente con la infeccion incluso sus niveles se
encontraban directamente relacionados con la gravedad de esta. Sin embargo
varios estudios han demostrado que no es asi ; ya que esta proteina se encuentra
elevada también en la inflamacién de causa no infecciosa como cirugia, trauma y

enfermedades reumaéticas 4% 3
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Fig 9. Imagen gréfica PCR.

http://www.blogmedicina.com/wp-content/uploads/2012/08/crp.jpg.

Varios estudios sugieren que la proteina C reactiva, ademas de ser un marcador
de la inflamacion, también puede contribuir directamente a la disfuncion
endotelial.** La PCR facilita la adhesién de monocitos y la transmigracién en el
vaso, que es el primer paso critico en el proceso aterosclerético*®. Ademas hay
estudios que han demostrado una asociacion entre la PCR, la inhibicién de la
6xido nitrico sintasa endotelial y una vasoreactividad alterada*® #’, y en las células
musculares lisas vasculares en respuesta a la aterosclerosis ya que se une al

colesterol de baja densidad (LDL-C) y en las placas de lipidos“®.
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PROCALCITONINA.

La procalcitonina (PCT) es el precursor de la calcitonina. Esta implicada en el
metabolismo del calcio y en condiciones normales se produce en las células C

neuroendocrinas de la glandula tiroides y en las células K del pulmén“®,
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Fig 10. Figura gréafica Procalcitonina. Morgenthaler N. y cols, Lab 2002, 48 263-270.

Los niveles de procalcitonina en plasma en personas sanas son muy bajos (<0.1ng
mL?). Se utiliza como marcador del cancer medular de tiroides®® ademas es un
marcador de severidad en las infecciones sistémicas®. Sin embargo, hay
condiciones distintas a la infecciébn como la cirugia y el shock cardiogénico que
pueden aumentar sus niveles®®, Por este motivo, la procalcitonina no es
considerada un adecuado biomarcador para identificar sepsis en los sujetos que

padecen alguna de estas enfermedades.
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Cuando existe un proceso inflamatorio, la PCT se eleva hasta 5000 veces en las
primeras 2-4 horas posteriores a la infeccion, con una vida media de 22 a 26 horas,
y persiste hasta la recuperacion, aproximadamente 36 horas si el estimulo
desaparece®. Las concentraciones de PCT aumentan levemente por encima del
rango normal en un tercio de los pacientes con cirugia menor y aséptica, en mas
de la mitad de los pacientes después de la cirugia cardiaca y torécica, y en casi el

100% de los pacientes después de la cirugia del intestino.

Después de la cirugia cardiaca sin complicaciones, los niveles de PCT aumentan
hasta alcanzar un nivel maximo dentro de las 24 horas después de la intervencion,
y vuelven a niveles normales una semana después de la cirugia. El grado de
elevacion PCT depende del curso intraoperatorio y el tipo de procedimiento
quirargico, pero es improbable que exceda del 5 ng / ml. Los pacientes con un
postoperatorio complicado, con infeccibn o sindromes sépticos, muestran niveles
mas altos del PCT que los pacientes con un curso sin complicaciones. La PCT
podria ser util para diferenciar un rechazo agudo del injerto de corazén y / o
pulmén transplantado con una infeccién micética 6 bacteriana, pero no en el caso

de la infeccion viral®®.

2.1.3 MARCADORES BIOQUIMICOS EN DIAGNOSTICO DE |IAM

TROPONINA |

La troponina es una proteina globular de gran peso molecular presente en musculo
estriado y cardiaco. Colabora en el acoplamiento actina-miosina que se produce
durante la contracciobn muscular. Comprende tres subunidades denominadas
troponina T, troponina | y troponina C. Las troponinas | y T presentes en el musculo
cardiaco presentan unas caracteristicas peculiares, Ambas presentan una

sensibilidad y especificidad similares y muy elevadas para la deteccién de la lesién
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miocéardica®, aunque se ha descrito una mayor sensibilidad para la Troponina |
cardiaca (Tnlc) en la deteccibn de una minima lesibn miocardica en la angina
inestable®’.

TG Tnl TnT

+—— [-miosina
(cabeza)

—ed +— [-miosina (tronco)

+«— «MyBPC»

Fig 11. Imagen gréafica Troponin |. Rev. Esp Cardiol 2004; 57 ( Suplem 1) 22.

Una elevacion de la Tnlc por encima de 0,4 ng/ml en pacientes que han
presentado dolor toracico tipico se correlaciona con una alta probabilidad de
cardiopatia isquémica, aunque el ECG y el resto de enzimas no tengan

alteracion®®.

CPK.

La CK total es una enzima con distribucién en casi todos los tejidos, cataliza una
reaccion de transferencia de energia, como la fosforilacién de la creatina a creatina
fosfato. Se localiza preferentemente en la musculatura estriada, depende de la
masa muscular y estd méas elevada en hombres que en mujeres. Ha sido el
marcador biolégico mas utilizado para el diagnostico de las alteraciones

miocérdicas y del musculo-esquelético.
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Fig 12. Cinética de las enzimas cardiacas. Evolucién después de evento coronario agudo.
The role of roponin testing www.bpac.org.nz

3. INFLAMACION COMO MECANISMO DEL DANO ENDOTELIAL.

Los pacientes que han sido sometidos a procedimientos quirdrgicos pueden
inducir diferentes grados de inflamacion de los tejidos con liberacién de
citoquinas®. En el caso de la cirugia cardiaca y con uso de circulacién
extracorpdrea (CEC) se produce a una activaciéon mas pronunciada de estas y de
células inflamatorias como monocitos, en comparacion con otros procedimientos

quirargicos®°.

Los monocitos juegan un papel muy importante en la aterogénesis, la acumulacion
de monocitos en la pared vascular es un paso muy importante en el comienzo y en
la progresion de la ateroesclerosis. Estudios in vitro y en animales sugieren un
papel selectivo de las distintas subpoblaciones de monocitos en el desarrollo de la
misma®!, y estudios en humanos con insuficiencia renal crénica y enfermedad
coronaria, el nimero de dichas subpoblaciones de monocitos puede llegar a

predecir eventos cardiovasculares 62 3,
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3.1 MONOCITOS Y SUBPOBLACIONES DE MONOCITOS.

Los monocitos humanos se definieron inicialmente por su morfologia y citoquimica
y posteriormente por citometria de flujo, basandose en las propiedades de
dispersiéon de la luz laser para el recuento, y clasificando asi, las células por su
expresion de antigenos en la superficie celular CD14 y CD16%.

En personas sanas, la mayoria de los monocitos son fuertemente positivos CD14
y CD 16 negativos (CD14++CD16- 6 Mon 1, clasicos) y solamente el 10 % de

todos los monocitos en sangre periférica son CD16 positivos (CD16+)5.

Multiples estudios demuestran la gran “plasticidad” de los monocitos con capacidad
para diferenciarse en varios fenotipos celulares como respuesta a su entorno®; en
1989 Passlick y colaboradores reportaron que los monocitos en el humano se
dividen en 2 subpoblaciones de acuerdo al patrén de expresion en la superficie del
receptor de polisacaridos CD14 y el receptor Fc-y CD16%; y en el afio 2003,
Ancuta y cols reportaron que los monocitos CD16+ estaban divididos en 2
subgrupos fenotipicamente distintos: los monocitos CD14++ CD16+ y los
monocitos CD14+ CD16++. Posteriormente en el afio 2008 se realiz6 un consenso
para unificar la clasificacién de los monocitos y células dendriticas en humanos y
en ratones. Esta nueva clasificacion de monocitos con base en la expresion de la
molécula del CD14 y del receptor CD16, que define los monocitos clasicos 6
CD14++ CD16-, intermedios 6 CD14++CD16+ y no clasicos 6 CD14+CD16+ es la

nomenclatura que se utiliza actualmente®”’.

Los monocitos CD16+ ( CD14++ CD16+ y CD14 CD16++) son considerados
monocitos proinflamatorios, porque producen citokinas proinflamatorias factor de
necrosis tumoral (TNF- a) e Interleukina-1 (IL-1)°® y pocas citokinas anti-
inflamatorias como interleuquina 10 (IL-10), comparandolos con los CD16
negativos  (CD14++ CD16-)%; ademas se encuentran incrementados en

enfermedades inflamatorias e infecciosas como HIV y pueden contribuir a la
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injuria vascular y de tejidos®®. Ademdas, se ha visto que los pacientes con
enfermedad coronaria presentan niveles mas altos con respecto a los sujetos

sanos*®.

Los monocitos CD14+ y CD16+ ademds de asociarse a niveles elevados de TNF-
a, se asocia también a elevados niveles de lipidos aterogénicos LDL y se
correlacionan negativamente con los niveles de HDL®". En personas que presentan
una patologia asociada al desarrollo de inflamacién cronica, el porcentaje de estos
monocitos se eleva de forma significativa, esto ha llevado a proponer que ademas
de biomarcadores del proceso de inflamacion cronica, estas células pueden jugar
un papel clave en el desarrollo y perpetuacion tanto de este proceso inflamatorio
y/lo de patologias asociadas a la inflamacién crénica, como la enfermedad
cardiovascular ", sepsis’?, infeccién por VIH”, enfermedades inflamatorias como
reumatoide’, enfermedad de Kawasaki ">7®

artritis y en pacientes con

ateroesclerosis’”.
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Fig 13. Rol de los monocitos en la ateroesclerosis. J Am Coll Cardiol. 2013;62(17):1541-
1551
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En el afio 2003 Schlitt y cols estudiaron a 200 pacientes encontrando que las
personas con enfermedad coronaria crénica presentan mayor nimero de CD14+
CD16+ que los pacientes controles’; posteriormente en el afio 2007
Nahrendorf”® en un estudio realizado en ratones y Tsujioka en un estudio en
humanos® demostraron que durante el infarto hay una respuesta monocitaria que
tiene 2 fases: la primera entre los 2- 3 primeros dias post- infarto, periodo de la
remodelacion ventricular izquierda donde hay un predominio de los monocitos Ly-
6C" en ratones y CD16- en humanos con elevada actividad fagocitica y
proteolitica; y la segunda entre los 4 y 7 dias post-infarto donde predominan los
monocitos Ly-6C"° en ratones y de CD16 + en humanos que inicialmente
promueven los procesos de reparacion, tales como la angiogénesis y la deposicion
de matriz extracelular que son las caracteristicas clasicas de la formacion de tejido

de granulacion, permaneciendo elevados durante la inflamacion cronica.

En el caso de los monocitos CD14++CD16+, sus niveles elevados estan
asociados a un alto indice de eventos cardiovasculares y a una mayor mortalidad

de causa cardiovascular en pacientes con insuficiencia renal crénica sin dialisis®.

2.3 MARCADORES DE DANO ENDOTELIAL:

MICROVESICULAS ENDOTELIALES:

Las Microvesiculas endoteliales (MVs) son pequefias particulas de (<1,5 m)
derivadas de las células. Constan de una membrana derivada de las células y
contienen proteinas de membrana y material citosoélico extraidos de las células que
las originan®. Aumentan en respuesta a la activacion celular o la apoptosis®® , y
pueden desempeifiar un papel fundamental tanto en la lesion de los tejidos como
en la reparacion endotelial y la remodelacion vascular®*®®, Las MVs endoteliales
se caracterizan por expresar diferentes moléculas como CD31+, anexinaV+,
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CD144+ y/lo CD62e+ que reflejan su origen endotelial y pueden servir como un
nuevo biomarcador que facilita la estratificacion de la enfermedad vascular®. A
nivel funcional, se ha demostrado que las MVs pueden tener un efecto
procoagulante, lo cual las implica directamente en el proceso aterosclerotico®” y
son componentes importantes en la red de comunicacion intercelular, pueden
transferir de la célula donante componentes derivados de membrana y del
citoplasma en la forma de mRNA, micro RNA (miRNA), lipidos bioactivos, proteinas
y materiales genéticos, que influyen en el destino de la célula y su
comportamiento® en la Figura 13 se observa una representacion esquematica
donde la celula madre pluripotencial del humano (hiPSC) transfiere receptores de
membrana, proteinas m RNA y micro ARN por medio de MV a la celula
mesenquimal cardiaca, después de esta transferencia hay un aumento de
proliferacion , del propiedad de diferenciacion y del metabolismo con la disminucion

simultanea de la apoptosis®®.

Algunas intervenciones como la administracibn de suplementos de aceite de
pescado®, las estatinas®l, agentes anti — TNF®? y suplementos de Vitamina C

pueden afectar la formacién de MVs y reducir el nUmero de las MVs circulantes.

Las MVs se consideran un marcador de lesién de las células endoteliales y su
relacion con la lesién endotelial, alteraciones del tono vascular, y el envejecimiento
vascular®® hace de las MVs una nueva diana para el diagndstico y quizas, para el

desarrollo de nuevas terapias.
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Fig 14. Accion de microvesiculas endoteliales. Stem cells Volume 33, Issue 9, pages

2748-2761. cMSC: Célula estromal mesenquimal cardiaca, hiPSC: Célula madre

pluripotencial del humano, MV: Microvesicula

2.4 MARCADORES DE REGENERACION ENDOTELIAL:

CELULAS PROGENITORAS DEL ENDOTELIO (EPC):

Las células progenitoras endoteliales (EPCs) son células mononucleares de origen
mesodérmico se encuentran en la medula osea, sangre del cordon umbilical y
sangre periférica, se movilizan de la medula osea al lugar de neovascularizacion
para diferenciarse en células endoteliales y formar nuevos vasos®*,% Estas EPCs
inducen la proliferacién, migracion y adhesion y se diferencian en células
endoteliales funcionales para mantener la integridad vascular®; en este momento
las células progenitoras tienen un papel muy importante en la reparacion endotelial,
ya que las células endoteliales maduras tienen una capacidad regenerativa
limitada. Hay numerosos factores que participan en la migracion de las EPCs como
el factor de crecimiento endotelial (VEGF), la interleucina — 8 y el 6xido nitrico
(NO).
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Ademas, las células progenitoras no soélo pueden reparar el endotelio sino que
también pueden ser reclutadas a células progenitoras que se diferencian hacia un
fenotipo de células musculares lisas y que sustituyen el tejido necrético vascular a
este nivel®’. La disfuncién de las EPCs supone un evento critico en la iniciacion del
desarrollo de la placa ateroesclerética. Por esto se ha sugerido como marcador
biolégico de eventos cardiovasculares pero no con la mortalidad de otras causas®.
Diversos estudios aseguran que existe un menor nimero de EPCs en los pacientes
con enfermedad coronaria. Esta disminucion parece estar relacionada no sélo con
los factores de riesgo clasicos, sino que tiene una relacién directa con la
obstrucciéon coronaria®®. Tienen un importante valor diagnostico y terapéutico, por
ejemplo EPC transferidos migra a lugares donde hay lesiones vasculares para
revascularizar tejidos isquémicos'® y sus efectos terapéuticos se han demostrado
en pacientes con isquemia o enfermedad por neovascularizacion y en poblaciones
EPC autologas representando un paso muy importante en la revascularizacion

terapeutical®?102
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Justificacion

La cirugia cardiaca con circulacion extracorpérea (CEC) se acompafia de una
respuesta inflamatoria, caracterizada por vasodilatacion y por disminucion de la
resistencia vascular sistémica, que es iniciada por el contacto de la sangre con el
circuito extracorpéreo, y esté influenciada por el desarrollo de isquemia y dafio por
reperfusién con posterior liberacion de endotoxinas!®®. La extension y duracion de
la respuesta depende de numerosos factores, entre los que se incluyen los
farmacos utilizados, el tiempo de isquemia y de circulacion extracorpoérea, y los

procesos mecanicos Yy fisicos intrinsecos al proceso de perfusion.

La enfermedad de arteria coronaria ateroesclerética es el tipo mas comun de
enfermedad cardiovascular y una de las principales causas de muerte en paises
industrializados. En el desarrollo de la aterogénesis, la acumulacion de monocitos
en la pared vascular es un paso muy importante para el comienzo en la progresion
de la ateroesclerosis!®, y en personas con insuficiencia renal crénica y en la
enfermedad coronaria, se ha demostrado que, el recuento de la poblacion de

monocitos no clasicos (CD14++CD16+) puede llegar a predecir eventos
Inflamacién y dafio endotelial en cirugia coronaria



64

cardiovasculares. Sin embargo, no conocemos aun si, al revascularizar un
miocardio hibernado, la cirugia influye o no en el numero de monocitos
CD14++CD16-, CD14+CD16+ (monocitos proinflamatorios) y CD14++CD16+
(monocitos relacionados con riesgo cardiovascular) y si esto llega a ser pronostico

para el paciente.

Asi mismo las Microvesiculas Endoteliales (MVs), particulas son consideradas en
la actualidad como un nuevo marcador de lesion endotelial por su relacién con la
apoptosis y la activacion a nivel celular; y las células progenitoras endoteliales
(EPCs), son células encargadas de reparacion vascular, el estudio de estas dos
moléculas podria dar nuevas opciones terapéuticas para una enfermedad tan

emergente como es la ateroesclerosis.
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Objetivos

En este trabajo se incluyen pacientes programados para revascularizacion
coronaria con el fin de observar la influencia de la cirugia coronaria sobre el
namero de subpoblaciones de monocitos, especialmente los relacionados con
riesgo cardiovascular, y posteriormente, el efecto de esta cirugia en la relacion
entre el dafio y la capacidad de reparacion endotelial a través de los siguientes

objetivos.

1. Determinar con una muestra de sangre periférica en 5 tiempos: previo a la
cirugia, en el momento de la intervencion y a las 4, 24 y 48 horas postoperatorias,
para observar que influencia tiene, la cirugia coronaria sobre el numero de los
monocitos CD14++CD16-, CD14+CD16+ y CD14++CD16+, estos Ultimos

relacionados con riesgo cardiovascular.

2. Analizar el comportamiento de parametros hemodinamicos y marcadores

bioquimicos en los mismos 5 Tiempos en estos pacientes.
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3. Evaluar si hay algun efecto en el uso de Circulacion extracorpdrea en los
parametros inflamatorios, el dafio y la reparacion endotelial estudiados en los

pacientes intervenidos de revascularizacién coronaria.

4. Observar los cambios que hay en las 3 subpoblaciones de monocitos entre
pacientes coronarios y pacientes valvulares durante los 5 tiempos y posteriormente

compararlos con controles sanos.

5. Determinar la capacidad de los pacientes con enfermedad coronaria para

reparar el endotelio cuantificando las EPCs.

6. Valorar la respuesta del endotelio ante el estrés quirdrgico y la revascularizacion
coronaria en relaciéon con los parametros EPCs y MVs en 5 tiempos desde el
momento previo a la revascularizacion quirargica hasta 48 horas después, y

comparar dichos valores con los pacientes sanos.
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Objectives

In this study we have included patients scheduled for coronary artery bypass in
order to observe the influence of coronary surgery on the number of subpopulations
of monocytes, especially those associated with cardiovascular risk. Subsequently,
we study the effect of this surgery on the relationship between endothelial damage

and repair capacity through the following objectives:

1. Assessment of peripheral blood samples drawn at 5 times: prior to surgery, at
the time of surgery and at 4, 24 and 48 hours postoperatively. We also aim to
determine the influence of coronary surgery on the number of CD14 ++ CD16-
monocytes, CD14+CD16+ and CD14++CD16+ monocytes, the latter two being

related to cardiovascular risk.

2. To analyze the behavior of hemodynamic parameters and biochemical markers

in the same 5 times in these patients .
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3. To observe the changes that exist in the three subpopulations of monocytes
between coronary patients and patients with valvular disease during the same 5

periods of time and then to compare them to healthy control groups.

4. To determine the ability of coronary patients to repair the endothelium by

guantifying endothelial progenitor cells (EPCs).

5. To assess the endothelial response to surgical stress and coronary
revascularization in relation to EPCs and MVs parameters within the 5 times, from
pre-surgical revascularization up to 48 hours afterwards, and compare these values

with those of healthy subjects.

6. To assess whether the use of extracorporeal circulation has any effect on
inflammatory parameters, endothelial damage and repair studied in patients

undergoing coronary artery bypass.
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Materiales y métodos

1. Sujetos de estudio.

Seleccién de pacientes

El estudio se realiz6 con 3 grupos de pacientes. El primer grupo de pacientes
estaba diagnosticado de enfermedad coronaria aislada; un segundo grupo,
formado por pacientes intervenidos de patologia valvular sin enfermedad coronaria,

y un tercer grupo formado por sujetos sanos sin factores de riesgo cardiovascular.

Para el primer grupo, se seleccionaron 31 pacientes que son ingresados para
revascularizacion coronaria entre mayo del 2009 y mayo del 2010, previo
diagnostico con cateterismo cardiaco e indicacidn conjunta del servicio de
Cardiologia y Cirugia cardiovascular del Hospital Universitario Reina Sofia de
Cérdoba; se excluyeron pacientes que requerian cirugia valvular o de aorta en el
mismo procedimiento. Las intervenciones fueron realizadas por 4 cirujanos de
nuestro hospital con amplia experiencia en cirugia cardiaca, y el objetivo de la
cirugia coronaria era la revascularizaciéon completa usando arteria mamaria interna
izquierda o derecha, arteria radial o vena safena interna segun cada caso. Los 10
pacientes del segundo grupo, fueron intervenidos mediante una técnica de
reemplazo valvular simple; descartandose previamente con el cateterismo
diagnostico la existencia de lesiones coronarias. Los sujetos del tercer grupo
fueron reclutados entre los trabajadores sanos de nuestro entorno, previa

explicacién del estudio y la firma de consentimiento informado.
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El dia previo a la intervencion, los pacientes fueron informados de la participacion
del estudio y se incluyeron uUnicamente aquellos que firmaron el consentimiento
informado de este (Anexo 1); y ademas, fueron informados de la intervencion que
se les iba a realizar (revascularizacion coronaria) , firmando posteriormente el

correspondiente documento (Anexo 2: cirugia coronaria, Anexo 3: cirugia valvular).

En la historia clinica de ingreso para cirugia, se completa hoja de recogida inicial
de datos (Anexo 4): Tomando: sexo, edad, peso y talla para calculo del indice de
masa corporal (IMC), antecedentes como hipertension, diabetes, dislipemia,
fumador o no , vasculopatia periférica, Infarto agudo de miocardio previo,
Insuficiencia renal crénica diagnosticada, vasculopatia periférica diagnosticada,
medicacion previa (tratamientos con Inhibidores de angiotensina, aspirina, dinitrato

de isosorbide).

Los controles sanos fueron tomados de personas sanas sin riesgo cardiovascular
gue voluntariamente y con previa firma de consentimiento informado entraron a

formar parte del estudio.

TOTAL DE CASOS
ESTUDIADOS
66
| |
PACIENTES PACIENTES CONTROLES
CORONARIOS VALVULARES SANOS
31 10 25
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1.2 Disefio del estudio y obtencién de muestras

En el quiréfano tras induccion anestésica e intubacion orotraqueal, se inicié la toma
de muestras de sangre periférica que finalizo a las 48 horas tras la cirugia. Segun
el caso y por decision del cirujano, en el caso de los pacientes coronarios se
realiza la intervencion con circulacion extracorpérea (CEC) o sin ésta. Todos los

pacientes valvulares fueron intervenidos con CEC e isquemia.

Tanto a los pacientes coronarios como a los valvulares se les extrajo 10 ml de

sangre periférica que se depositd en 2 tubos de 5 ml con heparina litio.

Las muestras fueron tomadas bajo condiciones estandares en 5 tiempos (T)
(Figura 12):

T1 (previo a intervencién), T2 (15 minutos después de desclampaje adrtico o, en el
caso de pacientes intervenidos sin isquemia, 15 minutos después de realizar
bypass de arteria descendente anterior, T3 (a las 4 horas), T4 (a las 24 horas) y T5

(alas 48) después de finalizar la intervencién quirdrgica / isquemia.
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(T1)

Tiempo 2
(T2)

Cirugias con CEC: Cirugias sin CEC:

. B

Tiempo 3 (T3): A las 4 horas de tiempo 2 (T2).

. 1

Tiempo 4 (T4): A las 12 horas de tiempo 2 (T2).

. 1

Tiempo $§ (T5): A las 48 horas de tiempo 2 (T2).

Fig 15. Tiempos de las Muestras tomadas.
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Uno de los tubos de sangre se traslado al laboratorio de investigacion de nuestro
hospital (IMIBIC) para su procesamiento, aislamiento de células y determinacion de
las subpoblaciones monocitarias, MVs y EPCs. El segundo tubo se llevé al
laboratorio central de nuestro hospital para la determinaciéon de los pardmetros
bioquimicos: creatinkinasa (CPK, normal: 30-200U/L), Troponina | (0.00-0.50
ng/ml), procalcitonina (0.05-0.50 ng/ml) y Reaccion en cadena de polimerasa
(PCR, 0.0-5.0mg/L)( Figura 13).

UNIDAD EXPERIMENTAL LABORATORIO
Determinacion de subpoblaciones CPK, Troponina, Procalcitonina
monocitarias PCR

Fig 16. Procedimiento de toma de muestras.
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A los controles sanos se les extrajo 1 tubo de sangre con las mismas
caracteristicas para aislamiento y determinacién de subpoblaciones de monocitos.
En los controles sanos, no se realiz6 determinacion bioquimica de reactantes de
fase aguda, ni marcadores de dafio miocardico al no tener factores de riesgo

cardiovascular y estar asintomaticos.

1.3 Parametros clinicos
Historia Clinica:
Se extrajeron los siguientes datos a partir de la historia clinica (Anexo 4):

Datos demograficos del paciente

Sexo: Femenino / Masculino.

Peso: En Kilogramos, se toma el peso tomado el dia de ingreso de los pacientes
gue es el dia previo a la intervencién, y en los controles sanos el dia de la toma de

la muestra.
Edad: En afios.

Talla: En Centimetros, Tomado el dia de ingreso en los pacientes y el dia de la

toma de muestras en los controles.

Superficie Corporal (S.C): Tomado en m? es el célculo de la superficie del cuerpo.

Se utiliza la medida de Dubois y Dubois!® ,consiste en calcular el area en metros

cuadrados, peso en kilogramos y altura en centimetros.
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Normal 1.7 m?
Media Mujeres 1.6 m?
Media Varones 1.9 m?

indice de masa corporal (IMC): También llamado indice de Quetelet, es un

modelo antropométrico que relaciona el peso (Kg) con la altura del individuo al

cuadrado (m?).

IMC: Peso / altura ?

Se realizo la clasificacion de IMC segun la OMS ( Organizacién mundial de la

salud) Tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacion segun OMS ( Organizacién Mundial de la salud) de IMC (

indice de masa Corporal).

Clasificacion IMC (kg/m?)
Valores principales Valores adicionales

Infrapeso <18.50 <18.50
Delgadez severa <16.00 <16.00
Delgadez moderada 16.00 - 16.99 16.00 - 16.99
Delgadez aceptable 17.00-18.49 17.00-18.49

18.50 - 22.99
Normal 18.50 - 24.99

23.00 - 24.99
Sobrepeso 2=25.00 225.00

25.00-27.49
Preobeso 2500 -2993

27.80 - 29.99
Obeso 230.00 230.00

30.00 - 32.49
Obeso tipo | 30.00 - 34-99

3250 - 34.99

, 35.00 - 37.49

Obeso tipo Il 35.00 - 39.99

37.80 - 39.99
Obeso tipo 240.00 240.00

Adaptado de WHO, 1995, 2000 y WHO 2004
EuroSCORE :

Se realiza la medicion de EUROESCORE como estratificacion de riesgo quirdrgico

con la siguiente tabla 4106:107.108
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Variable (y,) Peso aditivo B
Edad 1 por cada 5 afos >60  0,0666354
Sexo femenino 1 0,3304052
Creatinina sérica > 200 umol/| 2 0,6521653
Arteriopatia extracardiaca 2 0,6558917
EPOC 1 0,4931341
Disfuncién neuroldgica 2 0,841626
Intervencion cardiaca previa 3 1,002625
Endocarditis activa 3 1,101265
Estadio preoperatorio critico 3 0,9058132
Angina inestable 2 05677075
FEVI < 30% 3 1,094443
FEVI 30%-50% 1 0,419643
Infarto de miocardio reciente 2 0,5460218
Presion sistélica AP > 60 mmHg 2 0,7676924
Intervencion urgente 2 0,7127953
Rotura del septo interventricular 4 1,462009
Otra intervencion realizada 2 0,5420364
Intervencion sobre la aorta tordcica 3 1,159787

AP; arteria pulmonar; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; FEVI;
fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo.

Rev EspCardiol. 2008;61:589-94. - Vol. 61 NUm.06 DOI: 10.1157/13123064.
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Antecedentes:

Antecedentes de patologia cardiovascular:

Diabetes Mellitus (D.M.) =—> SI: -TIPO 1 INSULINODEPENDIENTE:
\ -TIPO 2: NO INSULINODEPENDIENTE

NO
Hipertension Arterial (HTA) _, Sl

NO
S

~

Angor pectoris . s~ Sl
\ NO

Infartos de miocardio previo Sl

Dislipemia:

Enfermedad arterial periférica @ —> Sl

™~ NO

Accidente cerebrovascular previo i SI
NO

Historia de revascularizacion percutanea. Sl

—_—
N N
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Pulmonares: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC), Fumador o

exfumador.

Tratamiento. Antihipertensivo, antiglucemiante y para dislipemia.

Pruebas complementarias preoperatorias

A todos los pacientes previamente a la intervencion se les realiza:
+ Estudio analitico:
Hemograma completo con formula leucocitaria y recuento plaquetario.

Bioquimica consistente en la determinacion de glucemia, urea, Creatinina y iones (

sodio, potasio, calcio) y proteinas totales.

Pruebas de coagulacién que incluye tiempo de ptotrombina, tiempo de trombina,
tiempo de tromboplastina parcial activado y cuantificacion de fibrinégeno, INR.

+ Electrocardiograma:

Se les realiza estudio electrocardiografico estandar con 12 derivaciones :
LILILAVR,AVL,AVF,V1V2,V3 V4, V5y V6. . Fig 15.
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Fig 15. Electrocardiograma. Parte superior ejemplo y parte inferior derivaciones.
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+ Radiografia de torax :

Radiografia posteroanterior y lateral de térax. Fig16

Fig 16.Radiografia de torax AP normal
+ Ecocardiograma:

La ecocardiografia convencional (transtoracica) es un estudio por ultrasonidos que
se realiza desde la pared toracica anterior (precordio), nos da informacion acerca
de la anatomia y la funcién del corazon, valora la contractilidad del corazon, asi

como la presencia de enfermedad valvular importante.
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En algunos pacientes es necesario realizar eco transesofagica (ETE) para valorar
correctamente las afecciones, ya que el es6fago permite por su proximidad al

corazon, el estudio de estructuras cardiacas posteriores.

La ecocardiografia transesofagica (ETE) en quiréfano represento un gran avance
en la monitorizacién cardiovascular, permite una visualizacién directa y rapida de la
anatomia estructural del corazén y de los grandes vasos, asi mo rapido
diagndstico de isquemia miocardica, determinacion de disturbios hemodindmicos
agudos y posibilita al cirujan corregir las reparaciones inadecuads, prevenir o tratar
las complicaciones quirlrgicas antes que salga el paciente de quirdéfano

reduciendo la necesida de nuevas operaciones y disminuyendo complicaciones en

postoperatorio'®. Fig 17

Fig 17. Ecocardiograma. I1zq: 4 camaras vista apical y derecho: corte en modo M.

+ Estudio Angio hemodinamico ( Cateterismo cardiaco diagnéstico) :
Inflamacién y dafio endotelial en cirugia coronaria
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El cateterismo cardiaco contindia siendo el gold standard de la hemodinamia
cardiaca. Permite la medicion de las presiones de todas las cavidades, la
cuantificacion del gasto cardiaco, areas valvulares y junto con a angiografia un
conocimiento directo de las cavidades y arterias coronarias valora las estenosis y

la posibilidad quirdrgica de estas lesiones.

Todos los pacientes fueron sometidos a estudio angiohemodinamico con

ventriculografia izquierda y coronariografia. Fig 18.

Fig 18: Coronariografia, muestra estenosis significativa en Decendente anterior.
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1.4 Anestesiay técnica quirargica:

Todos los pacientes recibieron una técnica anestésica estandar. Bajo anestesia
general, se canalizé la arteria radial 6 femoral para monitorizacion continua de la
tension arterial y un catéter venoso central de dos o tres vias mediante técnica de
Seldinger en vena yugular interna o subclavia, parar la administracion de

medicacién y volumen; y para medir la Presién venosa central (PVC) se utilizo el

transductor de presion al monitor Infinity® Delta Dréager. Fig 19.

Fig 19. Monitorizacion continua del paciente.

Inflamacién y dafio endotelial en cirugia coronaria



91

. Durante la intervencién se realiz6 monitorizacion continua de los siguientes

parametros:

+

+

Inflamacién y dafio endotelial en cirugia coronaria

Electrocardiograma

Frecuencia cardiaca (FC).
Tension arterial sistolica (TAS)
Tension arterial diastélica (TAD)
Tension Arterial media (TAM)
Presién venosa central ( PVC)
Saturacion arterial de oxigeno ( Sa02)
Frecuencia respiraoria

Diuresis.

Temperatura rectal y esofagica.
Gases arteriales

PTT
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La ventilacibn mecéanica en periodo de intervencion se realizO con respirador
Drager Fabius® plus XL, adecuando a frecuencia, volumen corriente, tiempo
inspiratorio y fraccion inspirada de oxigeno al peso del paciente y a las

gasometrias arteriales.

Durante el periodo intraoperatorio se realiza sistematicamente gasometrias
arteriales para control de iones y oxigenacion estas fueron analizadas

inmediatamente en Gasémetro GEM Premier 4000.

Tras esternotomia media en los pacientes coronarios se realizé inicialmente la
diseccién de los injertos vasculares, arteria mamaria interna, vena safena interna
y/lo arteria radial del brazo no dominante, y posteriormente, se realizd
heparinizacion con heparina sodica a una dosis de 3mg/kg para conseguir un
tiempo de coagulacién activado (ACT) superior a 480 segundos (Medtronic-
Hemotec Hepcon system, Hemotec Inc., Englewood, colo., USA). Posteriormente
en los pacientes coronarios en los cuales se utilizd circulacion extracorpérea
(CEC), y en los pacientes valvulares se realizé una canulacion aoértica estandar
con canulacién venosa Unica para los enfermos coronarios y valvulares aérticos, y
doble cava ( superior e inferior ) para los pacientes con intervenciones sobre

valvula mitral.

Se entra en circulacion extracorpérea se utiliza la maquina de circulacion
extracorporea Stockert S5, Heart-lung machine, Miinchen, Germany. Con bomba
centrifuga (Medtronic, Bio-Medicus Inc.,MN,USA) y oxigenador de membrana
(Cobe CML-Excel membrane oxigenator, Cobe Laboratories Lakewood Colo.,USA
dependiendo del flujo tedrico del paciente tomado de su superficie corporal (S.C).
Fig 20.

Tras la isquemia, se infundio cardioplejia hematica fria de induccion rica en potasio
(60 mEqg/L) anterograda por raiz aortica y/o retrograda con canula en seno

coronario, dicha solucion cardiopléjica es compuesta 4 partes de sangre y 1
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solucién de cardioplejia, a através del sistema de administracion de cardioplejia
(Sorin Biomedical INC., Irvine, California, USA) . La administracién de esta se
realizé inicialmente via anterograda a una presion de perfusién no superior a 250
mmhg y tras la administracion de 600 cc se comenz6 la infusién via retrograda a
una presion no superior a 45 mmhg, con recuerdo cada 20 minutos, y en caso de
enfermos coronarios después de anastomosis proximal de cada injerto se
infundieron dosis de 300 cc de cardioplejia de recuerdo baja en potasio 20 mEq/L,

a través del mismo injerto o por via retrograda.

En los pacientes coronarios con CEC, las anastomosis proximales y distales de los
injertos se realizaron en isquemia para conseguir una revascularizacion completa.
Al finalizar la intervencion, se retira la retira el clamp adrtico, consiguiendo latido
espontaneo del corazén en la mayoria de los casos y en los casos que presentan
fibrilacion auricular se realiza desfibrilacion utilizando palas internas con choque
de 30- 50 julios.
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Fig 20. Circulacion Extracorporea. Neusa Maria Heinzmann Bulow, Anesthesiology, vol.
2014, Article ID 905238.

La cirugia se realizd6 a una temperatura de 32°-34° con intercambiador de calor
(Stockert Basic Heater- Cooler Unit, Munich, Alemania) y manta térmica.

En los pacientes sin circulacion extracorporea la intervencion se realiz6 en

normotermia y tras la diseccion de injertos venosos y arteriales a utilizar, con
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ayuda de estabilizador Octopus® y en algunos casos utilizando shunt

intracoronario durante anaestomosis. Fig 21.

Tras la estabilizacion hemodinamica del paciente se procede a la salida paulatina
de la circulacion extracorporea, utilizando inotropicos necesarios Yy

restableciéndose la ventilacion mecanica.

Fig 21. Bypass coronario. Uso de Octopus.

Se realiza reversion completa de la heparina utilizando sulfato de protamina,
posteriormente decanulacion aértica y cava, hemostasia exhaustiva, se coloca
cable de marcapasos temporal auricular en pacientes con ritmo sinusal y
ventricular en todos los pacientes, cierre de esternén con alambres de acero y/o

grapas de nytinol y finalmente traslado a la Unidad de Cuidados Intensivos.
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2. Métodos:

2.1 Aparatos, materiales de quiréfano:

Los parametros de monitorizacion hemodindmica fueron obtenidos por monitor

Infinity® Delta Drager.

Las muestras de gasometria arteriales fueron analizadas inmediatamente en
Gasometro GEM Premier 4000 (Bedford, Massachusetts, USA).

Respirador utilizado fue Drager Fabius® plus XL.

Para el control de Tiempo de coagulacion activado (ACT): Medtronic- Hemotec
Hepcon system, Hemotec Inc., Englewood, colo.,USA).

Maquina de circulacion extracorporea : Stockert S5, Heart-lung machine,
Munchen, Germany.

Sistema de cardioplejia (Sorin Biomedical INC., Irvine, California, USA) .
Bomba centrifuga (Medtronic, Bio-Medicus Inc.,MN,USA)

Oxigenador de membrana (Cobe CML-Excel membrane oxigenator, Cobe
Laboratories Lakewood Colo.,USA

Intercambiador de calor (Stockert Basic Heater- Cooler Unit, Munich, Alemania).
Estabilizador miocéardico Octopus® Medtronic
2.2. Aparatos, materiales de laboratorio y reactivos

Centrifuga Megafuge 1.0 R (Heraeus, Sepatech).

Microscopio invertido Zeiss (Captair®).

Citometro de flujo: FACSCalibur de Becton-Dickinson, San José California, USA,
Espectrofotometro Power Wave XS microplate reader (Biotek, VT, USA)

Placa de contaje celular de Neubauer. Cristales cubreobjetos.
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Tubos FACS para citometria (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ. USA
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Netheler, Alemania).

Congelador — 80°C modelo U-410 (New Brunswick)

Tubos Eppendorf de 1,5ml.

Guantes estériles, tubos universales estériles de 10ml, jeringas de 2, 5, 10 y 20 ml,
agujas, pipetas Pasteur de 3ml, pipetas automaticas de 0,5-5, 5-50, 50-200 y
100001, gradillas.

Solucién salina tamponada con fosfato (PBS, GIBCO BRL. Life Technologies®).
Agua destilada apir6gena Vitulia.

Anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos: M5E2 frente a la
molécula CD14 conjugada con peridin chlorophyllprotein (PerCP) y, el MAbs 3G8
frente a la molécula CD16 conjugada con fluorescein isothiocyanate (FITC). Ambos
de Becton Dickinson Flow Count Calibrator beads (Beckman Coulter, Marsella,

Francia).Facs Lysing (Pharmingen, San Diego, CA).

2.3 Determinacion de parametros de laboratorios:

% Creatincinasa:

La determinacién de la enzima creatinquinasa (CK) se puede realizar en suero o
en plasma, En nuestro estudio se realiza del suero de la sangre tomada en cada
uno de los 5 tiempos mediante procedimiento enzimatico con el analizador
Architect cSystems, de laboratorios Abbott, Alemania, mediante reaccién que
ocurren en presencia de NAC ( N- acetilcisteina) utilizando kits especificos. Los
Valores de referencia se expresan en U/L y responden a la gran variabilidad

individual entre sujetos y son:

Hombres: Rango 30-200 U/L
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Mujeres: Rango 29-168 U/L

%+ Troponinal

Se determiné mediante Kit de reactivos ARCHITECT STAT Troponina | que es un
inmunoanalisis quimio luminiscente de microparticulas ( Chemiluminescent
Microparticle Immunoassay, CMIA) que en 2 pasos determina la presencia de
Troponina |- cardiaca (c-Tnl) en suero y plasma con el analizador 6ptico
ARCHITECTi de laboratorios Abbott , Alemania. . Los valores se expresan en

nanogramos por mililitro (ng/ml).
%+ Proteina C Reactiva (PCR):

Se determiné mediante kit MULTIGENT CRP Vario [CRPVa] que es una
determinacion inmunoturbidimétrico cuantitativa de la proteina C-reactiva en
suero y plasma humanos con intervalos de valoracién variable [CRP16, CRP32,
CRP48] con el analizador ARCHITECT cSystems de laboratorios Abbott,
Alemania. El rango para este kit con método stantard es de 0.02 -32.00 mg/dI (0.2
a 320 mg/dl). El valor de referencia es < 0.5 mg/dl.

% Procalcitonina:

Fue determinada mediante el kit VIDAS® B-R-A-H-M-S PCT para la valoraciéon
de la procalcitonina humana en suero 6 plasma (heparinato de litio) mediante el
uso de técnica ELFA (enzyme-linked fluorescent immunoassay) con analizador

Case C. Bio Merieux- Francia. Los valores normales:

Hombres: <0.05 ng/mL

Mujeres: >0.09 ng/mL..
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2.4 Determinacion de subpoblaciones de monocitos en sangre periférica

La determinacion de las subpoblaciones de monocitos de sangre periférica se

realizé utilizando citometria de flujo!1111,

Para realizar el doble marcaje por fluorescencia, inmediatamente después de la
extraccién de sangre, se eliminan los glébulos rojos utilizando el método de sangre
total. Con este procedimiento se consigue obtener todos los leucocitos de sangre
periférica, eliminando la posibilidad de perder algunas células por el uso alternativo
de otros métodos que utilizan gradientes de densidad para la separaciéon de
células. Paralelamente se realiza el marcaje utilizando concentraciones saturadas
de anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos especificos frente a las
moléculas que definen el fenotipo de subpoblaciones de monocitos: CD14 y CD16.
Se utilizaron 50 microl de sangre periférica total obtenida en tubos de heparina litio.
La muestra fué incubada durante 30 minutos a 4°C con un mAbs frente a la
molécula CD14 conjugada con peridin chlorophyllprotein (PerCP) v,
simultineamente con el MAbs frente a la molécula CD16 conjugada con

fluorescein isothiocyanate (FITC).

El analisis cuantitativo se realizé en un citbmetro de flujo FACSCalibur, adquiriendo
200.000 eventos por muestra. Los datos fueron analizados utilizando el software
CellQuest (Becton Dickinson). El control negativo (valor cero) es el valor obtenido
con los anticuerpos anti-isotipo y representa la fluorescencia no especifica. Cada
resultado (un valor Unico) fue la media de tres determinaciones independientes de

la misma muestra.

Para el analisis de las muestras se realiz6 una region donde se incluyen todos los
monocitos en funcion de sus caracteristicas de tamafo (forward scatter, FCS) y

complejidad celular (Side scatter, SSC), y a partir de esta region se cuantificaron
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las subpoblaciones en funcién de la intensidad del marcaje con los mAbs frente a
las moléculas CD14 y CD16. El andlisis representativo de los 3 subtipos de
monocitos humanos estudiados se muestra en la siguiente figura (A)
CD14++CD16-; (B) CD14++CD16+ and (C).CD14+CD16++. Los rangos de MFI
(canal medio de fluorescencia) de CD14 y CD16 son: CD14+: 200-700, CD14++:
700-1000 y CD16-: 0-300 CD16+: 300-1000. Fig 22.
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Figura 22. Los rangos de MFI (canal medio de fluorescencia) de CD14 y CD16 son:
CD14+: 200-700, CD14++: 700-1000 y CD16-: 0-300 CD16+: 300-1000. Abajo izquierda:

Controles Sanos y abajo derecha:: Pacientes coronarios.
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2.5 Determinacion de células progenitoras endoteliales (EPCs)

Inmediatamente después de la extraccion de sangre, 100 microl de sangre total se
incubaron con anticuerpos monoclonales anti-CD133 marcado con phycoerythrin
(PE ) (AC133 PE, MACS Miltenyc Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), PE-
cyanin 7-labeled anti-CD34 (no. 25-0349-42, eBioscience, San Diego, CA), and
FITC-labeled anti-VEGF receptor 2 (VEGFR2; FAB357F, R&D Systems Europe,
Abingdon, UK), durante 30 min en la oscuridad a 4 ° C o los controles de isotipo
correspondientes. Los eritrocitos se lisaron con FACS Lysing solution (BD
Biosciences) durante 10 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Las células
fueron lavadas en PBS con 2% de human serum albumin antes de andlisis de
citometria de flujo (Beckman Coulter). EI nimero de EPCs se defini6 como los
eventos que fueron triples positivos para CD133, CD34, y VEGFR2.

2.6 Determinacion de Microvesiculas MVs (CD31 / anexina V) en plasma.

El plasma libre de plaquetas se obtuvo a partir de sangre total por centrifugacion a
1500 g durante 10 min a temperatura ambiente seguido de una centrifugacion
adicional a 13.000 g durante 20 min, Los pellets resultantes se almacenaron a -80 °
C hasta su uso. El dia del andlisis se resuspendieron y se incubaron con anticuerpo
monoclonal PE anti-CD31 (Caltag Laboratories, Burlingame, CA) seguido de una
incubacién con FITC-anexina V de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Bender MedSystems). El control negativo se obtuvo utilizando anticuerpos anti-
isotipo. Un volumen igual de Flow Count Calibrator beads (Beckman Coulter,
Marseilles, France) se afiadid. El andlisis se realiz6 en un Coulter Cytomic FC 500
citometro de flujo (Beckman Coulter, Fullerton, CA) utilizando el software CXP
(Beckman Coulter). Cada resultado (valor individual) era la media de tres

determinaciones independientes de la misma muestra.
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3. Variables estudiadas:

3.1 Variables hemodinamicas:

Frecuencia cardiaca (FC) Ipm.: Nimero de veces

gue se contrae el corazén en un minuto.

“Tension arterial sistolica (TAS)(mmHg): corresponde

al valor maximo de la tension arterial en sistole

Tension arterial diastdlica (TAD) (mmHg):
corresponde al valor minimo de la tensién arterial
cuando el corazén esta en diastole o entre latidos
cardiacos.

T2periférica (°C) Evaluar la eficiencia de la
regulacion térmica que se presenta en el cuerpo
humano en funcion de los cambios en la
temperatura ambiental y la intensidad de la
actividad realizada. Durante la cirugia la
temperatura es medida a nivel rectal y esofagica.

Diuresis (ml/kg/h): Cantidad de orina por peso en un
tiempo determinado

3.2 Variables de laboratorio:

Troponina —I ( ng/ml)

10

Procalcitonina

11

PCR
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3.3 Subpoblaciones de monocitos:

Monocitos CD14-CD16++

13

Monocitos CD14+CD16+

14

Monocitos CD14++CD16+

3.4 Determinacion de Células endoteliales:

EPCs positivos para CD133, CD34, y VEGFR2 ‘

3.5 Determinacién de Microvesiculas:

MVs CD31 / anexina V en plasma
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4. Analisis Estadistico
Nuestro estudio consta de dos partes.
4.1. Estudio transversal descriptivo:

En el que comparamos los niveles basales (valores pre-quirdrgicos) y los valores
postquirdrgicos (a las 48h) de los 3 subpoblaciones de monocitos (CD14++CD16-,
CD14+CD16+ y CD14++CD16+) de los pacientes ingresados para
revascularizacién coronaria y pacientes ingresados para recambio valvular simple

comparandolos con los controles sanos.

En el que comparamos los niveles basales (valores pre-quirdrgicos) y los valores
postquirdrgicos (a las 48h) de microvesiculas endoteliales (MVs) y células
progenitoras endoteliales (EPCs) de los pacientes ingresados para
revascularizacién coronaria y pacientes ingresados para recambio valvular simple

comparandolos con los controles sanos.

4.2. Estudio longitudinal prospectivo

Seguimiento en 5 tiempos desde la induccion anestésica hasta el postoperatorio a

las 48 horas, en el que se determinaron las 3 subpoblaciones de monocitos.

Seguimiento en 5 tiempos de MVs y EPCs desde la induccién anestésica hasta el

postoperatorio a las 48 horas.

El analisis estadistico de los datos se realizé con el programa PASW Statistics 19
(SPSS19). Los datos se expresan como media + desviacion estandar (DE) para
datos distribuidos normalmente o mediana y rango intercuartil (RIC) cuando los
datos no siguen una distribucion normal. Las comparaciones de los valores

promedio entre ambos grupos (sanos y enfermos) se realizaron con pruebas t de
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Student 6 U de Mann- Whitney en funcién de su ajuste o no de una distribucion
normal; los datos de seguimiento (T1, T2, T3, T4 y T5) se analizaron con ANOVA
de medidas repetidas, 0 test de Friedman cuando fue necesario. Las relaciones
entre subpoblaciones de monocitos y los niveles séricos de CPK, troponina, PCR y
procalcitonina se evaluaron mediante correlaciones bivariadas (coeficiente r de

Pearson 6 rho de Spearman, segun la normalidad); valores de p <0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

1. Caracteristicas de los pacientes:

Los pacientes coronarios incluidos en el estudio fueron reclutados de los pacientes
ingresados para revascularizacion coronaria en un periodo de tiempo comprendido
entre mayo de 2009 y mayo del 2010. Para objetivar que los resultados no eran
debidos a la cirugia cardiaca sino a la revascularizacion miocardica, se incluyé un
grupo de 10 pacientes para recambio valvular aislado y 25 controles sanos
asintomaticos sin riesgo cardiovascular con electrocardiograma normal. Una vez

aplicados los criterios de exclusion, se incluyeron un total de 66 sujetos a estudio.

Las caracteristicas demograficas y clinicas de la muestra estudiada (31 pacientes
coronarios, 10 con enfermedad valvular y 25 sujetos sanos) se muestran en la
tabla 4.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los controles
sanos y los pacientes coronarios con respecto a edad (55,914,9 vs 64,1+9,1
respectivamente, p< 0,05); pero no hubo diferencias en la edad de los pacientes
con enfermedad valvular con respecto a los pacientes coronarios y controles
sanos. No se encontraron diferencias significativas en relacion al género (p=0,508)
o al indice de masa corporal (IMC) (28 kg/m2 en todos los grupos). Entre los
pacientes intervenidos de cirugia coronaria, dos de ellos fallecieron en el tercer dia
del postoperatorio, uno por disfuncion multiorganica y otro paciente por sepsis
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(6,45% mortalidad). No hubo ningun fallecimiento entre los pacientes con

enfermedad valvular.

A todos los pacientes se les realizé ecocardiograma y coronariografia diagnostica
antes de la intervencién. Todos los pacientes coronarios tomaban previamente
IECAS, aspirina y dinitrato de isosorbide. El 30% de pacientes valvulares tomaban
estatinas. El promedio de riesgo de EuroSCORE Il en los pacientes coronarios
intervenidos fue de 3,5%1,7, mientras en los pacientes valvulares fue de 2,8+1,3.
Los pacientes coronarios presentaban alta prevalencia de factores de riesgo
cardiovascular; mas de la mitad eran diabéticos (51,6%), el 81.6% eran
hipertensos y el 67,7% tenian dislipemia (67,7%); mientras que solo el 30 % de los
pacientes valvulares tenian dislipemia y ninguno tenia ni diabetes ni hipertensién

arterial.

La intervencion quirdrgica se realizé6 con CEC (ONCAB) en la mayoria de los
pacientes coronarios (71,9%), y en el 100% de los pacientes valvulares. En el
96,4 % de los pacientes coronarios se utiliz6 arteria mamaria interna con o sin

otros injertos venosos o arteriales.

En el momento postoperatorio, 4 de los pacientes coronarios y ninguno en los
pacientes valvulares necesitaron balén de contrapulsacion. El promedio de
estancia en Unidad de Cuidados Intensivos fue de 2,09 dias para los pacientes

coronarios y 1,5 dias para los pacientes valvulares. Tabla 5.
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CORONARIOS VALVULAR
N:31 n:10

Edad 64,1+£9,1 59,1+11,7 55,9+4,9
Hombres (n, n%) 25 (84,4%) 4 (40%) 19 (76%)
IMC (Kg/m?) 28,5 £5,16 28,4 £ 3,11 28,03+1,9
EUROSCORE 35+17 28+13 n/a
Preoperatorio
IAM previo 21 (67,7%) t 0 n/a
IRC 2 (6,4%) t 0 n/a
EPOC 5 (16,1%) 0 n/a
DIABETES 16 (51,6%) 0 n/a
Dislipidemia 21 (67,7%) t 6(60%) n/a
HTA 25 (80,6%) t 6 (60%) n/a
Enfermedad 5 (16,1%) t 0 n/a
vascular periférica
Intraoperatorio
CEC 22 (70,9%) t 10 (100%) n/a
Tiempo CEC 109 min 104 min n/a
Tiempo de isquemia 83,4 min 78 min n/a
Numero de Bypass 2,39 n/a n/a
Bypass mamaria 96,4% n/a n/a
Postoperatorio
Dias UCI 2.09 15 n/a
Mortalidad 2 (6,45%) t 0 n/a

111

Tabla 5. Caracteristicas de los sujetos estudiadas.
* Nivel de significancia estadistica por test Studenty Chi-cuadrado. T p<0.05

Coronarios vs Controles sanos.
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2. Marcadores bioguimicos:

Los pardmetros bioquimicos utilizados en el estudio fueron: Proteina C Reactiva
(PCR) y procalcitonina como marcadores inflamatorios; CPK creatininfosfoquinasa

y troponina | como marcadores bioguimicos de la isquemia del miocardio.

En la Tabla 6 se muestran los resultados de los pardmetros bioquimicos de los

pacientes en los 5 tiempos recogidos.
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Tabla 6. Niveles de los marcadores bioquimicos de los pacientes en los 5

tiempos.

Pacientes coronarios

PCR

47+14 3,7+0,9 315+7 126 + 11 189 + 16 <000
771,2,4,5 771,2,3,5 1T1,234
Trop. | 0,12 +0,06 0,6+0,14 79+4 28+05 23+0,6 0,268

ng/ml

Procal.
ng/ml

Pacientes con reemplazo valvular

PCR
(mg/L)

CPK (U/L)

42+7 86,5+23 472,2+70 607,5+126 332+70 0,001

1T3,74,T5 173,74

ng/ml -0,04 +0,006 0,2+0,1 05+0,1 2,841,9 1,5+1 0,206

Procal.

T: Tiempo de toma de muestra. Trop: Troponina, Procal: procalcitonina
*Nivel de significancia estadistica por ANOVA de medidas repetidas

1: p<0.05 en comparaciones post-hoc segun el factor tiempo (T1, 2,3,4y 5).
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La PCR aumenté significativamente en los pacientes coronarios a partir de T3
alcanzando un pico maximo en T5 (p<0,001); y los pacientes valvulares
presentaron un pico en T4 que disminuy6 en T5 de forma significativa (p: 0,001).
La CPK en pacientes coronarios se increment6 en T2 y en T3, con punto maximo
en T4, disminuyendo significativamente en T5 (p<0.001); y en los pacientes
valvulares se comporté de forma similar. La troponina | no presenté cambios
significativos en los pacientes coronarios, sin embargo en los valvulares tiene su
mayor aumentd en T3, con descenso hasta T5 (p<0,004). La procalcitonina no
presentd diferencias significativas en pacientes coronarios ni en los valvulares (p:

0,09y p: 0,21 respectivamente).

Al considerar la influencia del factor CEC en los pacientes, los valores bioquimicos
de PCR, CPK, Procalcitonina y troponina |, no mostraron diferencias
estadisticamente significativas a lo largo del tiempo, siendo similares en los

pacientes intervenidos con y sin CEC (Fig. 23).
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Coronary Patients Valvular Patients

RS, (TR T - D | A I

Procal
(ng/ml)

Fig. 23. Diferencias de pardmetros bioquimicos coronarios con CEC (CPB) y sin CEC vs
valvulares.
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3. Monocitos:

La caracterizacion fenotipica de las subpoblaciones de monocitos en los 5 tiempos
obtenidos de sangre periférica de los pacientes CABG y remplazo valvular se

indican en la tabla 7.

En los pacientes sometidos a cirugia coronaria, los porcentajes de monocitos
CD14++CD16-, tras un descenso inicial en T2, aumentaron significativamente en
T3 y se mantuvieron sin cambios hasta el final en T5 (p=0,013); en los pacientes
valvulares, se incrementan significativamente en T4 (p<0.001), y descienden en
T5.

Los monocitos CD14+CD16+ ( monocitos inflamatorios) descendieron ligeramente
en T2 en los pacientes de cirugia coronaria, y este descenso continué hasta T5
siendo estadisticamente significativo con respecto a los anteriores (p= 0.017),
mientras que en pacientes valvularespresenta una disminucion no significativa a
partir de T3 (p<0.09). Los valores basales de CD14++CD16+ ( monocitos de
riesgo cardiovascular) en los pacientes coronarios fué significativamente mayor en
relacion con los valvulares (p<0.05), luego se mantienen hasta T3, con descenso
significativo hasta T5 (p<0.001); mientras que en pacientes valvulares los
monocitos CD14++CD16+ descendieron en T2 y se recuperaron a partir del T3

manteniéndose hasta T5. Con una tendencia no significativa Fig. 24.
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Tabla 7. valores de subtipos de monocitos en pacientes coronarios y valvulares en

los 5 tiempos.

T1 T2 T3 T4 T5 p*
& C 46,7+1,8 44 512 47,3+1,8 46,2+1,9 46,2+1,6 0,013
—
a 172
O
ks
3 \Y 4343,9 30,244 43+2 51,8+3,6 4312 <0,001
o
O t71,2,3,5.
[5 C 5,3+0,7 5,4+0,5 4,240,3 3,7£0,4 2,8+0,3 0,017
—
[a) t712,3
O
+
S
8 V 7,3+1,3 7,841,3 4,8+0,7 3,9+0,4 3,3+0,4 0,09
é C 18,1+1,1 18+0,8 18+1,2 14,941,3 12,4+1,7 <0,001
@) i
5 T5 TT5 72,3
+
+
S
n V 4,8+1,2 2,4+0,7 4,3+1 5,5+0,7 4,1+0,5 0,163
O

C: Pacientes coronarios ; V: Pacientes valvulares.

T1: En Induccién anestésica; T2: Durante la cirugia después de

desclampaje aértico o al finalizar el bypass de la mamaria internar. T3: 4 horas
post-cirugia. T4: 24 horas post cirugia. T5: 48 horas post cirugia.

*Nivel de significancia estadistica por ANOVA de medidas repetidas

1: p<0.05 en comparaciones post-hoc segun el factor tiempo

(T1, T2, T3, T4y T5).

Pacientes Coronarios Pacientes Valvulares
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Fig. 24. Subpoblacién de monocitos en coronarios Vs valvulares.

En la Fig 25 se muestran los niveles promedios de monocitos en pacientes
coronarios, comparados con pacientes valvulares y controles Sanos y observamos
gue los monocitos CD14++CD16- en los pacientes tuvieron un pico minimo en
intraoperatorio y pico maximoen el postoperatorio inmediato ( las 4 horas), los
monocitos CD14+CD16+ monocitos involucrados en la inflamacion los controles
sanos presentan niveles mucho menores comparados con los niveles basales de
los pacientes con una disminucién en el tiempo llegando a presentar niveles muy
cercanos a los presentados por individuos sanos y al observar el ultimo grupo de
monocitos CD14++CD16+ relacionados con riesgo cardiovascular los controles
sanos y los pacientes valvulares tiene unos niveles mucho menores en relacién
con pacientes coronarios y con el tiempo los pacients valvulares presentan leve
variacion sin embargo los pacientes coronarios a partir del postoperatorio

presentan una reducciéon muy significativa .
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Fig. 25. Correlacion de las 3 Subpoblaciones de monocitos en coronarios Vs

valvulares y Vs sanos

-Inflamacion y dafio endotelial en cirugia coronaria-

119



120

La Tabla 8 muestra los niveles basales y finales de CD14++CD16- en los pacientes
coronarios y valvulares fueron significativamente menores con respecto a los
controles (p<0.05); los porcentajes de monocitos basales y finales de
CD14+CD16+ son significativamente mayores en coronarios con respecto a los
sanos (5,3 vs 3,8; p= 0.002) y en pacientes valvulares a pesar de la gran diferencia
con los pacientes sanos esta diferencia no es significativa ( 7,3 vs 3,8
respectivamente) mientras que al final del periodo evaluado disminuyeron en los 2
grupos de enfermos en los coronarios con diferencia estadisticamente significativa
(2,8 vs 3,1 p<0.05) mientras que en los enfermos valvulares esta diferencia no fue
significativa con respecto a los controles (3,3 vs 3,1 sanos ; p= 0,215).
Finalmente al observar los niveles de monocitos CD14++CD16+, los niveles
basales de los pacientes estan significativamente elevados con respecto a los
controles (18,5 vs 3,8; p<0.01). Sin embargo, los valores finales aunque
descendieron respecto a los basales, permanecieron elevados respecto a los
controles (12.6 vs 3.8; p<0.001). La diferencia entre los niveles iniciales y finales de
los pacientes valvulares no fueron significativas al relacionarlos con los pacientes

sanos.
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Tabla 8. Niveles de subtipos de monocitos en pacientes coronarios y

valvulares vs controles sanos.

Sanos Pacientes Pacientes Pacientes

(basal) (final)
CD14++CD16- 54,7 Coronarios 46,7+1,8 46,2+1,6 1: 0,002
1: 0,001
Valvulares 43+3,9 4312 1: 0,001
1: 0,001

p 0,4 0,22
CD14+CD16+ 3,8 Coronarios 5,3+0,7 2,8+0,3 1:0,015
1:0,012
1:0,331
Valvulares 7,3£1,3 3,3x0.4 1:0,215

B 0,2 0,3
3.1 Coronarios 18,1+1,1 12,4+41,7 1<0,001
CD14++CD16+ ¢<0,001
Valvulares 4,8+1,2 4,1+0.5 1<0,058
1<0,062

P <0,001 0,05

* Nivel de significancia por comparacion de los valores (Controles Vs Coronarios y
valvulares).

Comparacion con los niveles basales (1) y niveles finales (¥).

Al considerar la influencia del factor CEC en los pacientes, no se encontraron

diferencias significativas en las diferentes tipos de monocitos en los pacientes
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coronarios intervenidos con y sin CEC (Fig.26 izquierda). La figura derecha muetra
la tendencia en pacientes valvulares, los monocitos inflamatorios y los de riesgo
cardiovascular presentaron poca variacion.

Pacientes coronarios Pacientes Valvulares
60 60
] 50 +
0 \/_—< 40 | \/\
CD14#+CDIE- | = %1
0 20 4
0 _— 10 |
- (P8
, oA
1 N T T ™ T2 T8 T4 T5
L} 50
40 40
0 30
CD14+CD16+ : — ;
3‘-‘ —10C8 X
0 10 +
— e —— S SCESEE
0
M n T4 5 T T2 T3 T4 T5
% 50
9 40 4
"l_l —Ire 5(' I
CD14++CD16+ ) "
A w— N0 CPB 20
10 : 10 ¢
i —
0 04
T T T T 15 T1 T2 T3 T4 TS

Fig. 26. Diferencias de los niveles de monocitos segun uso (linea azul) o no de
circulacion extracorporea (CEC) linea roja.
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3.1.1 Correlacién entre poblacion de monocitos

En la Fig. 27 se representan las correlaciones entre poblacion de monocitos
estadisticamente significativas entre poblaciones de monocitos en los pacientes
coronarios:

1. En el tiempo T1, la poblacion de monocitos CD14++CD16+ con CD14++CD16-
tienen una correlacién positiva entre si con una (r= 0,413; p= 0,021) y entre los
monocitos CD14+CD16+ y CD 14++CD16+ tienen una correlacién negativa

2. Los monocitos CD14++CD16+ con CD14+CD16+ (r= - 0,386; p= 0,032) en el
tiempo T1 tienen una correlacién negativa entre si.

3. En el tiempo 4 los monocitos CD14++CD16- con CD 14+CD16+ tiene
correlacion negativa con (r= - 0,465; p= 0,010) en tiempo 2.

4. Finalmente en el tiempo T4: La poblacién de monocitos CD14++CD16+ con
CD14++CD16- (r= 0,399; p= 0,029) su correlacion es positiva.
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Fig 27 Correlacién entre poblacién de monocitos.
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3.1.2 Correlaciones bivariadas monocitos con marcadores bioquimicos

Posteriormente se realizaron correlaciones bivariadas entre marcadores
inflamatorios y bioquimicos teniendo en cuenta los diferentes tiempos y las
asociaciones mas relevantes. Estas fueron: En el tiempo T1l en los pacientes
coronarios, CD14+CD16++ con Troponina | (r=-0,357; p= 0,057); en el tiempo T4,
CD14++CD16- en los pacientes coronarios con PCR (r= -0,322; p= 0,083) y
CD14+CD16++ en los pacientes coronarios con la procalcitonina (r= 0,369; p=
0,049).

4. Cambios en EPCs en los pacientes sometidos a cirugia coronaria

Al comparar los porcentajes de células progenitoras del endotelio EPCs (Fig. 27)
en los enfermos sometidos a revascularizacién coronaria con respecto a los
pacientes sanos observamos unos niveles iniciales significativamente mas bajos

0,21 + 0,12 % coronarios, 0,97+ 0,12 % en controles P<0,001 ( Tabla 9).

1.2

MP COUNTS/ul plasma

) . . . I [
T1 T2 T3 T4 TS5

SANOCS

Fig 27. Celulas progenitoras endoteliales en pacientes coronarios Vs Sanos en los 5

tiempos.
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La comparacion entre los 5 tiempos de las células precursoras del endotelio
( EPCs) ( Fig 28), mostré que los porcentajes de EPCs ascienden de manera
progresiva después de la cirugia hasta las 48 horas ( 0,49 + 0,20), alcanzando
diferencias estadisticamente significativas entre el periodo intraoperatorio y
postoperatorio inmediato ( T2,T3, T4) y a las 48 horas postoperatorias ( T5) (
p<0,001). Los porcentajes de EPCs en pacientes estudiados fueron inferiores a los

observados en sujetos sanos durante todo el tiempo de estudio (Tabla 9).

0,4+

0,04

T T T T T
™ T2 T3 T4 T5

Fig 28. Celulas progenitoras de Endotelio (EPCs) VEGFR2/CD133/CD34 en5 tiempos .
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Tabla 9. Niveles de Células progenitoras endoteliales en pacientes

coronarios Vs Controles sanos .

EPCs 0.97+0.1 0.21+0.02 0.5+0.04 P<0.001

EPCs: (VEGFR2/CD133/CD34): células progenitoras endoteliales

* Nivel de significancia por comparacion de los valores (Controles Vs Coronarios )

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de las EPCs en los
pacientes con enfermedad coronaria sometidos a CEC con respecto a los que no
se utiliz6 CEC durante la cirugia (Fig. 29).

06

) /

04

03 // —CEC
—

0.2

———

0.1

T T2 T3 T4 T5
Fig 29 Células precursoras del Endotelio ( EPCs) VEGFR2 / CD133/ CD34 en
pacientes con CEC y sin CEC.
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5. Concentracion de Microvesiculas endoteliales MVs (CD31 / Annexin V) en

los pacientes con cirugia coronaria.

Los niveles preoperatorios de MVs en los pacientes coronarios estuvieron
significativamente mas elevados que en los sujetos sanos (175 + 37 versus 53+ 24
respectivamente; p<0,001) (Fig. 30), y aunque disminuyeron a las 48 horas (161+
37) coronarios vs sanos; siempre se encontraron significativamente mas elevados

gue en sujetos control (p<0,001) ( Tabla 10)

Tabla 10. Niveles de microvesiculas endoteliales en pacientes coronarios Vs

Controles sanos.

EMVs

53+ 24 177.2+6.8 161.5+7.6 P<0.001

EMVs : Microvesiculas endoteliales (CD31/AnexinaV)

* Nivel de significancia por comparacion de los valores (Controles Vs Coronarios )
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Fig 30. MV Endoteliales ( MVs) en controles Vs Pacientes coronarios (CD31/

Anexina V).

Al realizar las comparaciones entre los 5 tiempos (Fig. 31), En el tiempo 2 (T2)
hay un incremento de las MVs estadisticamente significativo (p<0,001) siendo este
el punto mas alto de los 5 tiempos, con un posterior descenso paulatino en el resto
de los tiempos p<0,05, presentando a las 48 horas (T5) los niveles mas bajos,

incluso comparandolos con los valores iniciales p<0, 001.
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Fig 31. MV Endoteliales ( MVs) (CD31/ Anexina V) en pacientes coronarios en 5

Tiempos

Cuando se compar6 el efecto de la CEC sobre la cirugia en los pacientes
coronarios (Fig. 32), no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje
de MVs en los pacientes con enfermedad coronaria sometidos a CEC con

respecto a los que no se utilizd6 CEC.
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Fig 32. MV Endoteliales (MVs) (CD31/ Anexina V) en pacientes coronarios sin
CEC y con CEC en 5 tiempos

-Inflamacion y dafio endotelial en cirugia coronaria-



131

6. Correlacion entre EPCs y MVs en los diferentes tiempos.
Cuando relacionamos los niveles de EPCs con lo de las MVs, observamos una
relacion lineal negativa muy significativa entre estos dos parametros en el

momento previo a la intervencién (R:- 0.801, P<0,001)- Fig 33.
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Fig 33 Correlacion EPCs Vs MVs en Tiempo 1. Previo a la intervencion. Horizontal

MVs y vertical EPC.

7. Correlaciones bivariadas EPCs y MVs con marcadores bioquimicos.

Finalmente se realizaron correlaciones bivariadas entre EMVs y EPCs con
respecto a los marcadores bioquimicos teniendo en cuenta los diferentes tiempos
sin embargo no encontramos asociaciones significativas en ninguno de los tiempos
estudiados. (Tabla 11).
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Tabla 11. Correlaciones bivariadas EPCs y MVs con marcadores bioquimicos

CPK | Troponinal Procalcitonina

T1 0,73 0,47 0,31 0,58
T2 0,35 0,5 0,5 0,8
EMPCs | T3 0,9 0,4 0,5 0,2
p* T4 0,1 0,9 0,86 0,96
T5 0,3 0,7 0,94 0,9
T1 0,55 0,43 0,6 0,28
T2 0,9 0,8 0,45 0,12
MVs T3 0,2 0,6 0,35 0,9
pP* T4 0,19 0,54 0,35 0,7
T5 0,52 0,87 0,8 0,1

EPCs: (VEGFR2/CD133/CD34): células progenitoras endoteliales.

MVs : (CD31/AnexinaV) : Micro vesiculas endoteliales

T1: En Induccidén anestésica.T2: Durante la cirugia, después de desclampaje
aortico 6 al finalizar el bypass de la mamaria interna a la arteria
descendente anterior.T3: 4 horas post-cirugia.T4: 24 horas post cirugia,
and T5: 48 horas post cirugia. PCR: proteina C reactiva.,

CPK: Creatinfosfoquinasa

p: Significancia bilateral observada segin cada tiempo por coeficiente r de

Pearson. Significativa p<0.05

-Inflamacion y dafio endotelial en cirugia coronaria-



133

RESULTS

-Inflamacion y dafo endotelial en cirugia coronaria-



134

-Inflamacion y dafio endotelial en cirugia coronaria-



135

RESULTS

1. Patient characteristics:

Coronary patients included in this study were recruited from those admitted for
coronary revascularization between May 2009 and May 2010. To objectify that the
results were not due to surgery but rather cardiac myocardial revascularization, a
group of 10 patients for isolated valve replacement and 25 healthy asymptomatic
controls without cardiovascular risk with normal electrocardiogram were included.

After applying the exclusion criteria, a total of 66 study subjects were included.

The demographic and clinical characteristics of the study sample (31 coronary
patients, 10 with valvular disease and 25 healthy subjects) are shown in Table 12.
Statistically significant differences between the healthy controls and coronary
patients were found with regard to age (55, 9 + 4.9 vs 64.1 + 9.1 respectively, p
<0.05); but there were no differences in age of patients with valvular disease with
respect to coronary patients and healthy controls. No significant differences in
gender (p = 0.508) or BMI (28 kg / m2 in all groups) were found. Among patients
undergoing coronary surgery, two of them died on the third postoperative day, one
from multiorgan dysfunction and another from sepsis (6.45% mortality). There were
no deaths among patients with valvular disease.

All patients underwent diagnostic coronary angiography and echocardiography

preoperatively. All coronary patients were previously administered ACE inhibitors,
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aspirin and isosorbide dinitrate. 30% of valvular patients were taking statins. The
average risk of EuroSCORE Il in patients undergoing coronary was 3.5 + 1.7, while
in patients with valvular disease was 2.8 + 1.3. Coronary patients had high
prevalence of cardiovascular risk factors; more than half were diabetic (51.6%),
81.6% had hypertension and 67.7% had dyslipidemia (67.7%); while only 30% of
patients had valvular dyslipidemia and none had diabetes or hypertension.

Surgery was performed with CEC (ONCAB) on most coronary patients (71.9%),
and on 100% of patients with valvular disease. Internal mammary artery was used

with or without other venous or arterial grafts in 96.4% of coronary patients.
Postoperatively, 4 of the coronary patients and none of the valvular patients

required balloon counterpulsation. The average stay in the ICU was 2.09 days for

coronary patients and 1.5 days for patients with valvular disease.
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Table 12. Patient demographic data

Age 64.1+9.1 59.1+11.7 55.9+4.9
Male sex (n, n%) 25 (84.4%) 4 (40%) 19 (76%)
BMI (Kg/m?) 28.5 £5.16 28.4+3.11 28.03+1.9
Preoperative

EUROSCORE 3.5+1.7 28+1.3 n/a
Previous STEMI 21 (67.7%) ** 0 0
Chronic kidney 2 (6.4%) ** 0 0
failure

COPD 5(16.1%) 0 0
Diabetes 16 (51.6%) 0 0
Dyslipidemia 21 (67.7%) ** 6(60%) 0
HBP 25 (80.6%) ** 6 (60%) 0
Peripheral Vascular 5(16.1%) ** 0 0
Disease

Intraoperative

ECC 22 (70.9%) ** 10 ( 100%) n/a
Mean ECC time 109 min 104 min n/a
Mean ischemia time 83.4 min 78 min n/a
Mean bypass 2.39 n/a n/a
Use of left 96.4% n/a n/a
mammary artery

Mortality 2 (6.45%) ** 0 n/a

137

* Level of statistical significance by Student’s t and Chi-squared tests. ** p<0.05 Coronary

vs Healthy
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2. Biochemical markers:

Biochemical parameters used in the study were: PCR and procalcitonin as
inflammatory markers; CPK and Troponin | as biochemical markers of acute
coronary syndrome. Table 13 shows the results of the biochemical parameters of
the patients during the 5 times collected.

PCR increased significantly in coronary patients ranging from T3 and peaking at T5
(p <0.001); and valvular disease patients displayed a peak at T4 which decreased
at T5 (p: 0.001). CPK in coronary patients increased T2 and T3, reaching a high
point at T4, and decreasing significantly at T5 (p <0.001); and valvular patients
behaved similarly. Troponin | presented no significant changes in coronary patients,
however in the valvular disease patients it experienced its greatest increase in T3,
with a descent to T5 (p <0.004). Procalcitonin did not present significant differences

in coronary or valvular disease patients (p 0.09 p and 0.21 respectively).
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Table 13. Mean biochemical marker levels at 5 timepoints.

T2 T3 T4 T5

p*

4.7+1.4 3.7+0.9 31.5+7 126+11 189+16 <0.001
771,2,4,5 771,2,3,5 71,2,3,4

86+19 179+24 458465 711+109 558+76 <0.001
773,4,5 773,45

0.12+ 0.6+0.14 7.9+4 2.8+0.5 2.3+0.6 0.268
0.06
0,01+£0,2 0,09 = 1,0£0,3 38+2 71%£3 0,09

0,06

Valve-replacement patients
CRP

(mg/L) 3.9£1.9 19.3+14 112.2+14.4  156.3+28 92.3+22 0.001
1T1,2 tT1,2,5 1T1,T4

CPK

(U/L) 427 86.5+23 472.2+70 607.5£126 332170 0.001
T3,4,5. 73,4

Trop. |

ng/ml 0.01+0.001  1.6%0.7 7.0£2 5.2+1.4 2.91+0.8 0.004

T2 T1,2

Procal

ng/ml -0,04 0,2+0,1 0,5+0,1 2,8+1,9 1,51 0,206
+0,006

T1: At induction of anesthesia; T2: at surgery, after aortic declamping or on completion of
internal mammary artery to ADA bypass; T3: 4 hours post-surgery; T4: 24 hours
post-surgery; and T5: 48 hours post-surgery.

* Level of statistical significance by repeated-measures

ANOVA. t: p<0.05 after post-hoc comparisons of time factors (T1, T2, T3, T4 and T5).
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When considering the influence of the CEC factor in patients, biochemical CRP,
CPK, Procalcitonin and troponin | values proved not to be statistically significant

over time differences, but rather remained similar in patients operated on and those
without CPB (Fig. 34).
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Coronary Patients Valvular Patients
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Fig. 34. Biochemical Parameters with CEC und Without CEC in Coronary

Patients Vs Valvular Patients
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3. Monocytes:

Phenotypic characterization of subpopulations monocytes within the 5 times
obtained from peripheral blood of patients CABG and valve replacement are shown
in Table 14.
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Table 14. Mean monocyte subset counts in coronary and valve-replacement

patients (5 timepoints).

CD14++CD16 C  46,7+1,8 44,52 47,3+1,8 46,2+1,9  462+16 0,013
tT2
v 43+3,9 30,2+4 432 51,8+3,6 43+2 <0,001
t71,2,3,5

CD14+CD16+ C  5,3%0,7 5,4+0,5 4,240,3 3,7+0,4 2,8:0,3 0,017
t72,3

Vo 7,3%13 7,8+1,3 4,8+0,7 3,9+0,4 3,3+0,4 0,09

CD14++CD16+ C  18,1#1,1 18+0,8 18+1,2 14,9+13  12,4+17  <0,001
t 75 tT5 t72,3

Vo 4,812 2,4+0,7 4,3+1 5,5+0,7 4,105 0,163

C: Coronary Patients . V: Valvular Patients. * Level of statistical significance by

repeated-measures .T1: At induction of anesthesia; T2: at surgery, after aortic declamping

or on completion of internal mammary artery to ADA bypass; T3: 4 hours post-surgery;

T4: 24 hours post-surgery; and T5: 48 hours post-surgery.
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In patients undergoing coronary artery surgery, the percentages of CD16++CD14-,
after an initial fall in T2, increased significantly in T3 and remained unchanged until
the end in T5 (p = 0.013); in patients with valvular disease, they significantly
increased in T4 (p <0.001), and decreased in T5.

Monocytes CD14+ CD16+ decreased slightly in T2 in patients of heart surgery, and
this decrease continued until T5 which is statistically significant with respect to
previous (p = 0.017), while in patients with valvular disease this decrease occurred
from T3 (p <0.09). Baseline of CD14++CD16+ in coronary patients was significantly
higher in relation to the valvular patients (p <0.05), then they kept to T3, with
significant deterioration to T5 (p <0.001); while in the patients valvular
CD14++CD16+ decreased in T2 and T3 recovered from maintained until T5. Fig.
35.
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Fig.35. Monocites in Coronary patients Vs Valvular Patients
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Fig 36 shows average monocyte levels compared to healthy subjects. Basal levels
and later CD14++CD16- in coronary and valvular patients were significantly lower
compared to controls (p <0.05); the percentages of basal monocytes and later
CD14+CD16+ are significantly higher in coronary patients with respect to healthy
ones (5.3 vs 3.8; p = 0.002) and in valvular patients despite the notable difference
that in healthy patients this difference is not significant (7.3 vs 3.8 respectively)
while the end of the evaluation period decreased in two groups of patients in
coronary with statistically significant difference (2.8 vs 3.1 p <0.05) while in the
valvular surgery patients this difference was not significant with respect to controls
(3.3 3.1 vs healthy; p = 0.215). Finally the observed levels CD14++CD16+, baseline
levels of the patients are significantly elevated compared to controls (18.5 vs 3.8; p
<0.01).

However, although the final values declined relative to baseline, they remained
elevated relative to controls (12.6 vs 3.8; p <0.001). The difference between the
initial and final levels of valvular patients was not significant compared to healthy
patients (Table 15).
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Fig 36. Correlation Monocites Coronary Patients, Valve Patients und Healthy .
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Table 15. Mean monocyte subset counts in cad patients and

healthy controls.

Patients

CD14++CD16- 54.7 CABG  46.7t1.8  46.2t16 t:0.002
£: 0.001
Valve 43+3.9 43+2 t:0.001
£: 0.001
P 0.4 0.22
CD14+CD16+ 3.8 CABG 53107 2.840.3 1:0.015
$:0.012
Valve 7.3+1.3 3.3+0.4 1:0.331
$:0.215
P 0.2 0.3
3.1 CABG  18.1#1.1  12.4+17 1<0.001
£<0.001
CD14++CD16+ valve 48412 4.1%0.5 +<0.058
5 $<0.062
<0.001 0.05

* Level of significance by comparison of mean values (controls vs.

Coronary)patients).For baseline levels (1) and endpoint levels (1).
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When considering the influence of the CEC factor in patients, no significant
differences in levels of monocytes in patients with coronary surgery without CPB
(Fig.37 left) were found.

Coronary Surgery Valve Surgery
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Fig. 37. Monocyte subset percentages between ECC (blue line) and non-ECC ( Red Line) in

coronary patients Vs Valve patients.
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3.1.1 Correlation between monocyte populations

In Fig.38 statistically significant correlations between populations of monocytes in
coronary patients are represented

1. At time T1, the population of CD14++CD16+ and CD16++CD14 are positively
correlated with each other (r = 0.413; p = 0.021) and between the CD14+CD16+

and CD14++CD16+ monocytes have a negative correlation.

2. CD14++ CD16+ and CD14+CD16 + (r = - 0.386; p = 0.032) at time T1 have a

negative correlation.

3. At time 4 CD14++CD16- monocytes and CD14+CD16+ have a negative
correlation (r = - 0.465; p = 0.010) at time 2.

4. Finally at time T4: The population of CD14+ monocytes with +CD16+CD14++
CD16- monocytes (r = 0.399; p = 0.029) correlation is positive.
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Fig 38. Correlation between monocyte populations.

3.1.2 Bivariate Correlations of biochemical markers monocytes.

Subsequently, bivariate correlations between inflammatory and biochemical
markers were performed taking into account the different times and the most
relevant associations. These were: At time T1 in coronary patients, CD14+ CD16++
with Troponin | (r = -0.357; p = 0.057); in time T4, CD14++CD16- in coronary
patients with PCR (r = -0.322; p = 0.083) and CD14+CD16++ in coronary patients
with procalcitonin (r = 0.369, p = 0.049).
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4 Endothelial Progenitor Cells (VEGFR2 / CD133 / CD34) in patients

undergoing coronary artery surgery.

The percentages of endothelial progenitor (EPCs) cells in patients undergoing
coronary revascularization were compared to healthy patients (Fig.39) observed at
initial significantly lower levels 0.21 + 0.12% in coronary patients, 0.97+ 0.12%

compared to healthy controls significance level P <0.001 (Table 8).
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Fig. 39. Endothelial Progenitor cells in coronary patients in 5 Times Vs Healthy.

Comparison among 5 times endothelial precursor cells (EPCs) (Fig.40) showed
that the percentages of EPCs increase progressively after surgery until 48
hours (0.49+ 0.20), and reached statistically significant differences between
intraoperative and postoperative period immediate (T2, T3, T4) and 48 hours

postoperatively (T5) (p <0.001).
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The percentages of EPCs were lower than those observed in healthy subjects

throughout the study period. (Table 16).
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Fig 40. Endothelial progenitor cells (EPCs) VEGFR2 / CD133/ CD34

in 5 times.

-Inflamacion y dafio endotelial en cirugia coronaria-



154

TABLE 16. EPC levels in Coronary patients vs. Healthy controls

EPCs 0.97+0.1 B2IE8H02 0.5+0.0% P<0.001

EPCs: (VEGFR2/CD133/CD34): Endothelial progenitor cells
EMVs : (CD31/annexin V) : Endothelial microvesicles

* Statistical significance, controls vs. Coronary patients.

No significant difference in the percentage of EPCs in coronary patients undergoing

CPB with respect to CPB not used during surgery were (Fig. 41) found.
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Fig 41. Endothelial progenitor cells ( EPCs) VEGFR2 / CD133 / CD34) in coronary patients
with CPB und not CBP.

5. Endothelial microvesicles (MVs) CD31 / Annexin V in patients undergoing
coronary artery surgery.

During our study preoperative levels of MVs in coronary patients were significantly
higher than in healthy subjects (175 + 37 versus 53+ 24 respectively; p <0.001)
(Fig. 42), and although they decreased at 48 hours ( 161+ 37) in the group of
coronary patients, MVs maintained at significantly higher levels compared to control
subjects (p <0.001) ( Table 17)
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TABLE 17. EMV levels in coronary patients vs. healthy controls

EMVs
53+ 24 177.2+6.8 161.5+7.6 P<0.001

EMVs : Endothelial microvesicles (CD31/annexin V)

* Statistical significance, controls vs. Coronary patients.
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Fig 42. : Endothelial microvesicles (CD31/annexin V) in Coronary patients Vs healthy.
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When making comparisons among the five times (Fig.43), in period 2 (T2) there
was a statistically significant increase of MVs (p <0.001) being the highest point of
five times, with a subsequent gradual decline in the rest of time p <0.05, presenting
at 48 hours (T5) the lower levels, even compared with the initial values p <0, 001.
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Fig 43. Endothelial microvesicles (CD31/annexin V) in Coronary patients in 5 Timepoints.

When the effect of surgery on CEC was compared in coronary patients (Fig.44), no
significant differences were found in the percentage of MVs in coronary patients

undergoing CPB with regard to those not using CEC.
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Fig 44. Endothelial microvesicles (CD31/annexin V) in Coronary patients in coronary

patients with CPB und not CBP in 5 Timepoints.

6. Correlation between EPCs and MVs in different times.
When we compared EPCs to those of the MVs, we observed a significant negative
linear relationship between these two parameters in the pre-intervention (R: - 0.801,

P <0.001) as seen in Fig 45.
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Fig. 45. Correlation Between EPCs and EMVs in differents times.

7. Correlate Bivariate EPCs MV with biochemical markers.

Finally bivariate correlations between EMVs and EPCs were made regarding
biochemical markers taking into account the different times. However we found no

significant associations in any of the times studied.(Table 18).
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TABLA 18. Correlate Bivariate EPCs MV with biochemical markers

Timepoint CPK  TROPONIN| PROCALCITONIN
T1 0,73 0,47 0,31 0,58
T2 0,35 0,5 0,5 0,8
EMPCs | T3 0,9 0,4 0,5 0,2
p* T4 0,1 0,9 0,86 0,96
T5 0,3 0,7 0,94 0,9
T1 0,55 0,43 0,6 0,28
T2 0,9 0,8 0,45 0,12
MVs T3 0,2 0,6 0,35 0,9
p* T4 0,19 0,54 0,35 0,7
15 0,52 0,87 0,8 0,1

EPCs: (VEGFR2/CD133/CD34): Endothelial Progenitor cells.

MVs : (CD31/AnexinaV) : Endothelial microvesicles (MVs) CD31 / Annexin V

CRP: C- reactive protein CPK: Creatinphosphokinase

* Statistical significance, controls vs. Coronary patients.
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DISCUSION
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Discusion

La ateroesclerosis es una patologia que es responsable de mas de una quinta
parte de todas las muertes del mundo debido a sus complicaciones!. Es una
enfermedad que durante afios puede estar presente de manera subclinica hasta
gue los sintomas se hacen evidentes algunas veces por isquemia aguda de
organos con consecuencias fatales en ocasiones. La ateroesclerosis se
caracteriza por la acumulacion de lipidos en las paredes vasculares con formacion
de células espumosas con grandes inclusiones de lipidos en el citoplasma, por
este motivo el tratamiento actual se dirige a la normalizacion de los lipidos en
sangre, Yy a la disminucién y tratamiento de los factores de riesgo como
hipertension, diabetes, tabaquismo, entre otros. Pero el tratamiento actual no se
centra sobre el desarrollo en si de la placa ateroesclerotica para poder evitar llegar
a un tratamiento sintomatico y de las complicaciones; por este motivo durante afios
un gran numero de estudios se centra (1) en el conocimiento del proceso

ateroesclerético, (2) que mecanismos lo influyen y (3) los cambios que ocurren a
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nivel endotelial para que este se desarrolle; con el fin de evitar el desarrollo y la
progresion de esta enfermedad.

Numerosos autores han observado que la inflamacion y los mecanismos inmunes
influyen en el desarrollo de la enfermedad arterial en los vasos de todos los
tamarnios, de diferente grado y en todas las capas de la arteria y no solo a nivel de
la capa intima donde los estudios iniciales se habian centrado!'?. El sistema
inmune innato juega un papel muy importante en el inicio y en la progresion de la
ateroesclerosis. El sistema monocito /macrofago también tiene un protagonismo en
este proceso!’® que se inicia con la migracion de los monocitos en la pared
vascular hasta el desarrollo de complicaciones de la enfermedad arterial*'4. La
importancia de los distintos subtipos de monocitos en la patologia cardiovascular
se ha confirmado en varios estudios con modelos animales!!® y en diferentes
estudios clinicos!'®. EI monocito circulante es una célula progenitora muy versatil
gue da a lugar a diversos tipos de células; es generado a partir de una célula
madre hematopoyética, por el progenitor mieloide comdn y el progenitor de
granulocitos/ monocitos que representa las poblaciones precursoras de
monoblastos. Los diferentes subconjuntos de monocitos parecen reflejar las etapas
de desarrollo con funciones fisiologicas diferentes; cuando no son reclutados por
lesiones inflamatorias pueden madurar en macréfagos de tejidos normales como
células de Kuffer, Células de Langerhans de la piel, osteoclastos 6 células
endoteliales!!’. Por este motivo las investigaciones recientes desarrollan protocolos
para inducir a partir de monocitos cultivados in vitro, donde células derivadas de
origen monocitico se diferencian en células con caracteristicas endoteliales,
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condrocitos, etc!8,11°, La importancia de este conocimiento esta orientada a utilizar
estas células en medicina regenerativa como células similares a células madre.

El endotelio vascular desempefia un papel fundamental en la patogénesis de
muchos trastornos inflamatorios y tromboéticos. Un dafio continuo del endotelio
vascular conduce a su disfuncién que influye en el prondstico del paciente'®. El
equilibrio entre la disfuncion endotelial y la reparacién esta influenciado por muchos
factores tanto de protecciobn como de agresion circulantes en la sangre, y su

valoracién es importante para la reduccion de eventos cardiovasculares*?*.

Dentro de los factores que intervienen en el mantenimiento de la integridad
endotelial, un importante mecanismo es la capacidad de reparacion del endotelio,
gue implica la movilizacién de las células progenitoras endoteliales (EPC). Estas
EPC son células precursoras derivadas de la médula 6sea que se encuentran

circulantes en sangre periférica.

En los Ultimos afios las EPC han adquirido un papel importante en la investigacion
cientifica debido a su posible utilizacion para el diagnostico y prondstico de
enfermedades cardiovasculares. Su capacidad para circular en sangre periférica,
proliferar y originar progenie funcional, ha despertado ademas un gran interés para
el uso terapéutico de estas EPC, especialmente en enfermedades
ateroesclerdticas. Sin embargo hay muchos aspectos sobre esas células que aun
son objeto de debate. Es importante conocer los mecanismos por los que las EPC
se afectan en las diferentes etapas de enfermedad cardiovascular, para centrar las
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intervenciones especificas en mejorar el nimero y funcionalidad de estas células
en la enfermedad ateroesclerdtica.

Como consecuencia del dafio endotelial se produce la muerte celular (apoptosis)
con la liberacién de microvesiculas endoteliales (MVs). Las MVs (CD31/ annexina
V), se han postulado en los dltimos afios como un biomarcador de diagndstico en
enfermedades cardiovasculares e inflamatorias, ademas del cancer'??, e incluso
parecen predecir la supervivencia de los pacientes con insuficiencia cardiaca sin
importar edad, genero y fraccion de eyeccion'?®, Por este motivo se han
considerado posibles dianas terapéuticas para la modulacion farmacolégica y, de

esta manera, controlar el proceso de aterogénesis.

Un mejor conocimiento de todos estos factores, monocitos (CD14++CD16-,
CD14+CD16+ y CD14++CD16+), Células progenitoras endoteliales (EPCs) y
Microvesiculas endoteliales (MVs) puede ayudar a mejorar las perspectivas
diagnosticas y terapéuticas en los pacientes con ateroesclerosis inicial y avanzada
como la insuficiencia cardiaca post infarto: patologia de gran morbimortalidad y de
gran incidencia en nuestro medio. Por este motivo nos hemos centrado en evaluar
los cambios que ocurren con estos eventos en los pacientes sometidos a
revascularizacion coronaria.

Los monocitos/macrofagos desempefian un papel clave en la red de reacciones
inmunes. Dependiendo de su activacion, pueden producir citoquinas que actuan

regulando a su vez otras células del sistema inmune. Ademdas, estas células
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presentan antigenos como las moléculas HLA-DR que actian como un disparador

inicial de una respuesta de células T especificas de antigeno.

Previamente se ha descrito que en sujetos sanos la mayor parte de los monocitos
(monocitos clasicos) expresan de manera habitual elevados niveles de la molécula
CD14, y no expresan el antigeno CD16 (CD14++CD16-)!?%; mientras que menos
del 10% de los monocitos expresan el antigeno CD16'?5. De acuerdo a la densidad
de expresién de las moléculas CD14 y CD16, estos ultimos se subdividen en
monocitos CD14++CD16+, también denominados monocitos no clasicos o

proinflamatorios y monocitos CD14+CD16+'?%, 0 monocitos cardiovasculares.

La células progenitoras endoteliales (EPCs) son las primeras células que se
movilizan para contribuir a la vasculogénesis postnatal, y también lo hacen en el
caso de que la continuidad endotelial deba ser restituida. El proceso de
reclutamiento de las EPCs desde la médula 6sea, se pone en marcha por medio de
la activacion de varias citoquinas proinflamatorias y de factores de crecimiento. A
pesar que las EPCs representan solo el 0,0001%-0,01% de las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs), se sabe que son unas células
esenciales en el proceso de reparacion del endotelio vascular y tienen la capacidad
para proliferar, migrar y diferenciarse en células endoteliales maduras'?’. La
capacidad para reparar el dafio vascular depende del nimero y de la funcionalidad
de estas EPCs; que se encuentran afectadas en una gran variedad de
enfermedades, entre ellas la ateroesclerosis. En 2001 se inici0 el estudio
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TOPCARE- AMI, donde se demostré en un grupo de 95 pacientes con infarto
agudo de miocardio tratados con revascularizacion percutanea (stents), que la
infusion intracoronaria de EPCs se asocié con un aumento de la fraccion de
eyeccién del ventriculo izquierdo, reduccién de volimenes telesistélicos después
de 4 meses del tratamiento, lo que sugiere un efecto beneficioso en el proceso de
remodelacién post- infarto; estos cambios persistieron después de 5 afios de

seguimiento’?8

Como consecuencia del dafio endotelial en los pacientes con ateroesclerosis, se
pone en marcha un proceso que desencadena la apoptosis celular, que produce la
perdida de la integridad del endotelio. Esta apoptosis se asocia a cambios de la
membrana celular, condensacion del nicleo, fragmentacién del ADN vy la liberacion
de pequefas particulas (<1,5 um) llamadas Microvesiculas (MVs)!?%; estas MVs
contienen proteinas de membrana y el material citosélico de la célula que se
origina'®. Las microparticulas derivadas de células endoteliales exponen en su
membrana fosfolipidos como la fosfatidilserina que se unen a la anexina V y
proteinas de membrana de la célula que la origina como la molécula CD31, y estas

MVs se han considerado como un marcador de dafio endotelialt3®: 132, 133,134

Nuestro estudio incluyé a todos los pacientes ingresados de forma programada o
urgente para revascularizacién coronaria durante de mayo 2009 a mayo 2010 con
enfermedad coronaria revascularizable aislada. Para poder eliminar el factor
circulacion extracorpdrea se reclutdé otro grupo de pacientes ingresados para
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cirugia valvular simple sin sintomas de enfermedad ateroesclerética .Finalmente se
incluy6é un grupo de sujetos controles sanos, sin factores de riesgo cardiovascular,
para determinar un patron de normalidad en la poblacion y de ésta forma poder
discriminar los resultados debidos a la revascularizacion del miocardio hibernado

en si.

Inicialmente describimos la influencia de la revascularizacién coronaria quirirgica
sobre los porcentajes de los 3 subtipos de monocitos (CD14++CD16-,
CD14++CD16+, y CD14+CD16+) y observamos que, basalmente, los enfermos
coronarios presentan niveles mas bajos en sangre periférica de monocitos
CD14++CD16- comparados con sujetos sanos. Durante la intervencion quirdrgica,
estas células CD14++CD16- presentaron un leve descenso que posteriormente se
recuperd a partir del postoperatorio inmediato hasta llegar casi a sus niveles
iniciales al finalizar el estudio. En el grupo de enfermos valvulares hemos
observado que presentaron niveles basales menores de monocitos CD14++CD16-
gue los enfermos coronarios. Durante la intervencién quirdrgica, los niveles
descendieron ain mas, y en el postoperatorio inmediato aumentaron recuperando

los niveles iniciales al finalizar el estudio.

Los monocitos CD14+CD16+ se denominan también proinflamatorios por producir
altos niveles de citoquinas proinflamatorias como TNFa e IL-1 y un bajo niumero de
citoquinas anti-inflamatorias (IL-10)'%, y porque se encuentran elevados en
personas con una patologia asociada al desarrollo de inflamacion crénica como la
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ateroesclerosis®, y en la enfermedad valvular por estenosis aortica severa'®’; En
nuestro estudio hemos observado unos niveles mas elevados en los enfermos
valvulares, que incluian patologia valvular adrtica y mitral, que en los enfermos
coronarios con ateroesclerosis establecida y que en los controles sanos. Durante la
intervencion quirargica se produce un leve aumento inicial en una primera fase,
gue podria explicarse por la respuesta inflamatoria sistémica habitual durante la
cirugia'®, por el mismo trauma quirdrgico, o bien por el contacto de la sangre con
el aparato de derivacion cardiopulmonar. En el caso de los enfermos coronarios, se
afiade el desarrollo de isquemia miocardica en el bypass®®®'4° con la posterior
reperfusion que, junto con la liberacion de endotoxinas al restaurar la circulacién de
un tejido isquémico hibernante puede temporalmente exacerbar la lesion,
iniciandose la cascada inflamatoria entre la que se incluye la participaciéon de los
monocitos. En nuestro estudio hemos encontrado que la subpoblacion de
monocitos CD14+CD16+ después de las 4 horas del postoperatorio comenzé a
descender paulatinamente hasta finalizar el estudio, en los dos grupos de

enfermos, aungue este descenso resulté mas llamativo en el grupo valvular.

En relacibn a los monocitos CD14++CD16+, relacionados con riesgo
cardiovascular, los enfermos coronarios mostraron unos niveles basales muy
elevados comparados con los controles sanos y con los enfermos valvulares. Estos
hallazgos eran esperables y concuerdan con lo observado por otros grupos que
estudiaron estos monocitos en enfermedad coronaria revascularizable#?143, Sin
embargo nuestro estudio aflade a este conocimiento previo la observacion de los
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cambios originados como consecuencia del procedimiento quirdrgico. Durante el
postoperatorio, los monocitos CD14++CD16+ presentaron un descenso progresivo
constante y significativo comparandolo incluso con sus niveles basales. De forma
llamativa, en el grupo de enfermos valvulares, a pesar de que presentaron unos
niveles ligeramente mas elevados que los controles sanos, se observé una escasa

variacién durante el postoperatorio.

Todos estos hallazgos, sugieren que la cirugia de revascularizacion coronaria tiene
un impacto muy positivo sobre las subpoblaciones de los monocitos especialmente
los relacionados con riesgo cardiovascular CD14++CD16+, mientras que en el
caso de los enfermos valvulares, la cirugia tuvo también un efecto mejorando el
porcentaje de la  subpoblacién de monocitos que se ha relacionado con la
inflamacién (CD14+CD16+). Sin embargo hay estudios que difieren en este
aspecto y sugieren que la funcién de los monocitos se ve afectada negativamente
por la intervencion quirdargica, produciendo un riesgo potencial para las
complicaciones sépticas postoperatorias y muerte!**45  Sin embargo esta
controversia puede explicarse porque estos estudios fueron realizados en
pacientes con cirugia abdominal abierta y laparoscopica, cirugias consideradas
limpias contaminadas con mas posibilidad de infeccion. Sin embargo, nuestro
estudio incluyé un grupo de pacientes para revascularizacién coronaria y remplazo
valvular simple, cirugias consideradas limpias, y no hemos observado una
afectacién negativa en ninguno de los subgrupos de monocitos como consecuencia
de la intervencién quirdrgica.
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Al estudiar los parametros bioquimicos CPK y troponina, como marcadores de
isquemia del miocardio, y PCR y Procalcitonina como marcadores inflamatorios en
los pacientes intervenidos de revascularizacidbn coronaria, observamos que
basalmente la troponina | cardiaca, que es un marcador muy sensible y especifico
de lesién miocardical®®, tiene una relacion estadisticamente significativa en el
porcentaje de monocitos CD14+CD16++ (relacionados con eventos
cardiovasculares). Durante el periodo postoperatorio, los monocitos CD14++CD16-
clasicos, tienen una relacién inversa significativa con la PCR que es un marcador

soluble inflamatorio 7.

Hasta el momento son muy pocos los estudios que determinan el efecto de la
cirugia y la circulaciéon extracorpérea (CEC) sobre las poblaciones de monocitos en
pacientes con enfermedades coronarias. Algunos autores han utilizado modelos in
vitro'#8149 6 modelos con CEC simulados en animales para observar la activacion
de la circulacién de los leucocitos polimorfonucleares (PMN) o monocitos durante
la circulacién extracorpérea (CEC). En estos estudios se encontrd que la CEC
puede estimular la produccién de leucocitos a nivel de la medula 6sea por
mecanismos poco conocidos. Sin embargo todos estos modelos no llegan a
representar totalmente la realidad de un paciente intervenido. Con todo esto podria
pensarse que la CEC podria tener un efecto en la variacion de las subpoblaciones
de monocitos. Sin embargo cuando en nuestro estudio comparamos los pacientes
coronarios intervenidos con CEC y sin CEC no encontramos diferencias
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estadisticamente significativas en las subpoblaciones de monocitos. Esto nos lleva
a pensar que los cambios observados son debidos a la revascularizacién de un
miocardio hibernante.

Para valorar el dafio endotelial en los enfermos, estudiamos las células
precursoras de endotelio (EPCs) y el numero de Microvesiculas endoteliales
(MVs). Varios autores han encontrado una correlacion inversa entre los valores de
EPCs y el riesgo de enfermedad coronaria®®!, Las EPCs expresan clasicamente
marcadores de células precursoras de médula 6sea, como la molécula CD34, y
marcadores de estirpe endotelial como CD133 Y VEGFR2. Las EPCs se han
propuesto como biomarcadores de ateroesclerosis ya que su numero se ha
relacionado inversamente con la presencia y la progresiéon de la enfermedad
ateroesclerética y, con la mayor incidencia de eventos cardiovasculares!®?
.Nosotros hemos observado que cuando comparamos los niveles de EPCs
encontrados en los controles sanos y los hallados en los pacientes con
enfermedad coronaria previamente a la revascularizacion quirargica, el primer

grupo presentd niveles significativamente mayores con respecto a los pacientes.

Las células EPCs son movilizadas frente a diversos estimulos contribuyendo al
proceso neoangiogénico del endotelio dafiado. Esta es una de las conclusiones del
estudio realizado por Gill y cols **3, en el cual se incluyeron pacientes con injuria
vascular por cirugia de revascularizacion coronaria y en pacientes quemados
donde se describié un aumento rapido de EPCs a las 6-12 horas seguido de un
descenso de estos niveles a las 48 horas, sugiriendo que este aumento transitorio
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era debido a un estrés angiogénico por el trauma vascular que induce la
movilizacién celular. En nuestro estudio observamos que el aumento de estas
células EPCs en los pacientes con revascularizacion coronaria fué paulatino con
una mayor elevacion a las 48 horas y no observamos disminucion en el periodo de
tiempo estudiado. Sin embargo, en otros estudios en pacientes obesos sometidos
a cirugia de rodilla, se encontré que en respuesta a la injuria quirdrgica, las EPCs
se afectan negativamente!®. Sin embargo, estos pacientes no presentaban
ateroesclerosis establecida, por lo que su comportamiento quirtrgico puede ser
muy diferente a nuestro grupo estudiado. Ademas, se ha descrito previamente que
el indice de masa corporal (IMC) se relaciona inversamente con las EPCs®®, sin
embargo nosotros no hemos encontrado ninguna relacion a nivel basal y durante el

tiempo estudiado.

Segln lo encontrado por Hill y cols®® el nimero circulante de EPCs es mejor
predictor de reactividad vascular que el resto de factores de riesgo cardiovascular.
Ademas como las EPCs tienen una habilidad de reparaciéon en los lugares de
injuria vascular, las dltimas investigaciones van dirigidas al uso terapéutico de
estas células relacionadas con la neo angiogenesis. Los pacientes con enfermedad
coronaria tienen un deterioro de la respuesta migratoria de estas células y su
numero esta relacionado con la severidad de enfermedad coronarial®’1°8, Estudios
clinicos iniciales en un modelo de ratas con infarto de miocardio, la inyeccion
intravenosa de células CD34+ humanas, indujo una mejora en la vascularizacion
y la funcién ventricular izquierda. Sin embargo, al realizar la infusidn directamente
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al miocardio la respuesta a nivel del corazon no fué la esperada, ya que solo se
encontré un 8% de aumento celular cuando la inyeccion se realizé directamente al
ventriculo izquierdo.'. En pacientes con alto riesgo que deben ser intervenidos de
revascularizacion percutanea coronaria, se han colocado stent que capturan EPCs
ya que tienen anticuerpos anti CD34 humanos, cuya funcién seria atraer células
para acelerar la curacién y disminuir el riesgo de re-estenosis y trombosis en stent.
Sin embargo los resultados a largo plazo aun no han sido publicados?!®. En nuestro
estudio, hemos observado que la cirugia coronaria por si misma produce un
incremento progresivo de EPCs en sangre periférica, niveles que se mantienen
elevados hasta el final del estudio. Dicho incremento fue independiente del uso o
no del uso de bypass cardiopulmonar. Es probable que este incremento de EPCs
sea debido al aumento de flujo sanguineo en zonas hibernadas que estimulan la

produccion de estas células.

Los altos niveles de las MVs, se encuentran en pacientes con diversas condiciones
patolégicas, como enfermedades trombdéticas venosa y arterial'®, sepsis, diabetes,
preeclampsial®?, y su incremento se ha implicado en el desarrollo y progresiéon de
la ateroesclerosis. Nozaki y cols llegaron a la conclusion que las MVs son un
predictor de futuros eventos cardiovasculares en una poblacion con alta puntuacion
de riesgo de Framingam'®®, Por otra parte, otros estudios demuestran que estas
MVs se encuentran relacionadas con él indice de masa corporal (IMC)'®* y con la

hipertension arterial 1*3(HTA). Sin embargo en nuestro estudio los pacientes con
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enfermedad coronaria no presentaron una asociacion significativa entre el IMC y

las MVs, ni tampoco se correlacionaron con la HTA.

Las MVs pueden inducir la progresién y el deterioro de la funcién endotelial por la
expresion de diferentes moléculas de adhesion, ciclooxigenasa endotelial tipo 2,
liberacion de citoquinas y la alteracién de 6Oxido nitrico liberado de las células
endoteliales!®®. Varios estudios refieren gue las MVs se encuentran
significativamente mas elevadas en los pacientes con sindrome coronario con
respeto a las personas sanas 167168169 Concretamente se encontraron niveles
elevados de MVs en pacientes con sindrome coronario agudo comparados con
pacientes con angina estable!’® 1"t | En un estudio con pacientes con enfermedad
coronaria, los niveles de MVs se correlacionaron con la gravedad y la estenosis de
la arteria coronaria, y se encontraron MVs mas elevadas en los pacientes con
estenosis de la arteria descendente anterior con respecto a los pacientes con
estenosis de la coronaria derecha, incluso de enfermedad de los 3 vasos'’.
Nuestro estudio confirma esta gran diferencia de las MVs entre los controles sanos
y los pacientes coronarios. Las MVs tienen niveles inferiores en los controles sanos
y encontrandose significativamente muy elevados en los pacientes a intervenir de
revascularizaciéon coronaria. Sin embargo, no hemos encontrado estudios que
analicen la tendencia de estas MVs en los pacientes coronarios después de la
revascularizacion de un miocardio hibernante. Hemos observado que la cirugia
induce un aumento transitorio de MVs en el postoperatorio inmediato (4 horas)
como el observado por Fink y cols en 2010, que realizé un estudio en pacientes
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con reanimacion cardiopulmonar que presentan la misma elevacion transitoria de
las MVs. Estos autores sugieren que este incremento puede ser debido a la
isquemia reperfusion. Probablemente en nuestro estudio el incremento de las MVs
puede también tener una causa similar en el postoperatorio inmediato; sin embargo
y posteriormente, nuestros pacientes presentan una disminucion de MVs muy
llamativa llegando a niveles incluso mas bajos de los observados previamente a la
intervencion. Estos cambios no tuvieron una correlacion significativa segun con el

riesgo quirdrgico tomado por EUROSCORE.

A pesar de que estas medidas se realizan dentro de postoperatorio precoz, se
observé una importante disminuciéon en el nimero de MVs con respecto a los
niveles basales. Posiblemente, de haber podido seguir el estudio durante un
tiempo mayor, los niveles de MVs podrian acercarse aun mas a los valores
obtenidos en sujetos sanos. Adicionalmente, cuando observamos el grupo de
pacientes coronarios con circulacién extracorpérea con respecto a los que se
intervinieron a corazoén latiendo, no observamos cambios estadisticamente
significativos en los niveles de la MVs. Por lo tanto la CEC no parece tener un

efecto importante sobre los niveles de MVs.

Finalmente, y puede que sea una de las aportaciones mas importantes de nuestro
trabajo cuando relacionamos los niveles de EPCs con lo de las MVs, observamos
una relacion lineal muy significativa entre estos dos pardmetros desde el momento
previo a la intervencion hasta finalizar el estudio En efecto hemos encontrado que
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a medida que aumentaban las EPCs las MVs disminuyeron. Sin embargo, cuando
realizamos los estudios de correlacion con los parametros bioquimicos PCR, CPK,
Procalcitonina y Troponina- | no hubo relacién significativa en ninguno de los

tiempos medidos.

En la actualidad, por la participacion de las MVs en varias de las etapas de la
ateroesclerosis y su relacion con aumento de riesgo para complicaciones mayores,
se han propuesto como dianas terapéuticas e incluso podrian ser vectores de
terapias génicas. Por este motivo, estudios actuales sugieren incorporar ARNm
que hipotéticamente puedan modular estas MVs'”. Sin embargo es importante
conocer todavia mejor el papel de las MVs en distintas patologias para establecer y

mejorar la posibilidad de su uso clinico.
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DISCUSSION
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Discussion

Atherosclerosis is responsible for more than one fifth of all deaths in the world due
to its complications®: It is a disease that for years may be present subclinically until
symptoms become evident, sometimes acute ischemia of organs and sometimes
with fatal consequences. Atherosclerosis is characterized by lipid accumulation in
vascular walls with formation of foam cells with large lipid inclusions in the
cytoplasm; for this reason the current treatment is directed to the normalization of
blood lipids, and the decrease and treatment of risk factors: hypertension, diabetes,
smoking, among others. But the current treatment does not focus on the
development of atherosclerotic plaque itself to avoid reaching symptomatic
treatment and complications; this is why for years many studies have focused on
(1) knowledge of the atherosclerotic process, (2) what mechanisms influence it and
(3)what endothelial changes occur at this level; all to develop strategies to treat the

development and progression of this disease.

Numerous authors have observed that inflammation and immune mechanisms
influence the development of arterial disease in vessels of all sizes, of different
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degree and in all layers of the artery, not only in terms of the intimal layer where
early studies had focused'®. The innate immune system plays an important role in
the onset and progression of atherosclerosis. The monocyte/macrophage system
also has a role in this process!?, from migration of monocytes into the vessel wall
to the development of complications of arterial disease!'!. The importance of the
different subtypes of monocytes in cardiovascular disease has been confirmed in
several studies of animal models'?? in different and clinical studies'!®. The
circulating monocyte is a versatile progenitor cell that gives rise to various cell
types; it is generated from a hematopoietic stem cell, common myeloid progenitor
and progenitor granulocyte/monocyte precursor representing monoblasts
populations. Different subsets of monocyte appear to reflect different stages of
development with physiological functions. When they are not recruited by
inflammatory lesions they can mature into macrophages from normal tissues and
Kuffer cells, Langerhans cells of the skin, osteoclasts or endothelial cells'*4. This is
why recent research protocols are designed to induce from monocytes cultured in
vitro, where cells derived from monocytic origin differentiate into cells with specific
characteristics such as endothelial, chondrocytes, etc..!®116.The importance of
this knowledge is geared toward using these cells in regenerative medicine and

stem cell-like cells.

The vascular endothelium plays a critical role in the pathogenesis of many
inflammatory and thrombotic disorders. Continuous damage of the vascular
endothelium leads to its dysfunction that affects patient prognosis!'’.The balance
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between endothelial dysfunction and repair is influenced by many factors in the
blood circulating both protective and aggressive. Its evaluation is important to

reduce cardiovascular events!é,

Among the factors involved in maintaining endothelial integrity, an important
mechanism is the ability to repair the endothelium, which involves the mobilization
of endothelial progenitor cells (EPC). These EPCs are precursor cells derived from

bone marrow that are circulating in peripheral blood.

In recent years EPCs have acquired an important role in scientific research
because of their potential use for diagnosis and prognosis of cardiovascular
disease. Their ability to circulate in peripheral blood, proliferate and cause
functional progeny has also aroused great interest for therapeutic use of these
EPCs, especially in the treatment of atherosclerotic diseases. However, there are
many aspects of those cells that are still subject to debate. It is important to know
the mechanisms by which the EPCs are affected at different stages of
cardiovascular disease for specific interventions to focus on improving the number

and function of these cells in the treatment of atherosclerotic disease.

As a result of endothelial damage, cell death (apoptosis) occurs with the release of
endothelial microvesicles (MVs). MVs (CD31 / annexin V), have been postulated in
recent years as a diagnostic biomarker in cardiovascular and inflammatory
diseases and cancer!!'®, and even appear to predict survival of patients with heart
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failure regardless of age, gender and ejection fraction'®, Therefore we have
considered potential targets for pharmacological modulation and, thus, control over
the process of atherogenesis.

A better understanding of these factors, monocytes (CD14++ CD16, CD14+ CD16+
and CD14++CD16+), endothelial progenitor cells (EPCs) and endothelial
microvesicles (MVs), may help improve diagnostic and therapeutic perspectives in
patients with initial and advanced atherosclerosis such as heart failure post
infarction. Such pathology carries a high incidence of significant morbidity and
mortality. We have therefore focused on evaluating the changes that occur with

these events in patients undergoing coronary revascularization.

Monocytes/macrophages play a key role in the immune reactions network.
Depending on activation, they can produce cytokines which act by regulating other
immune system cells. Moreover, these cells present antigens such as HLA-DR
molecules acting as an initial trigger a response of antigen specific T cells.

As previously described, in healthy subjects most monocytes (classical monocytes)
routinely express high levels of CD14 molecule and do not express the CD16
(CD14++CD16-)*?, antigen, while less than 10% of monocytes express the CD16
antigen'??, Depending on the density of expression of CD14 and CD16 molecules,
the latter are subdivided into CD14++CD16+, also called nonclassical or

proinflammatory monocytes, and CD14+CD16+'%3, or cardiovascular monocytes.
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Endothelial progenitor cells (EPCs) are the first cells mobilized to contribute to
postnatal vasculogenesis, and do so in the event that endothelial continuity must be
restored. The process of recruitment of EPCs from bone marrow is started by the
activation of several proinflammatory cytokines and growth factors. Although EPCs
represent only 0.0001% - 0.01% of the peripheral mononuclear blood cells
(PBMCs), it is known to be a key cell in the repair process of the vascular
endothelium and have the ability to proliferate, migrate and differentiate into mature
endothelial cells?*. The ability to repair vascular damage depends on the number
and functionality of these EPCs; which are involved in a variety of diseases,
including atherosclerosis. In the 2001 study TOPCARE-AMI, it was demonstrated
that in a group of 95 patients with acute myocardial infarction where percutaneous
revascularization (stent) is initiated, that intracoronary infusion of EPCs was
associated with an increase in the ejection fraction of the left ventricle , telesistolic
volume reduction after 4 months of treatment, suggesting a beneficial effect on the
process of postinfarction remodeling. These changes persisted after 5 years of

follow-up?®.

As a result of endothelial damage in patients with atherosclerosis, a process starts
that triggers cell apoptosis, which causes loss of endothelial integrity. This
apoptosis is associated with changes in the cell membrane, nucleus condensation,
DNA fragmentation and release of small particles (<1.5 um) calls microvesicles
(MVs) 1%6; MVs containing these membrane proteins and the cytosolic cell material
originating®?’. Microparticles derived from endothelial cells exposed in their
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membrane phospholipids like phosphatidylserine that bind to Annexin V and
membrane proteins of the cell that originates as the CD31 molecule, and these MVs

are considered a marker of endothelial damage: 128:129.130.131

Our study included all patients admitted for elective or emergency coronary artery
bypass shape from May 2009 to May 2010 with revascularizable isolated coronary
disease. In order to eliminate the factor extracorporeal circulation, another group of
patients was included who had been admitted for single valve surgery without
symptoms of atherosclerotic disease. Finally we included a recruited group of
healthy control subjects with no cardiovascular risk factors to determine a pattern of
normality in the population and thus were able to discern the results due to

revascularization of hibernating myocardium itself.

Initially we described the influence of surgical coronary revascularization on the
percentages of the 3 subtypes of monocytes (CD14++CD16, CD14++CD16+ and
CD14+CD16+) and found that, at baseline, coronary patients have lower peripheral
blood levels CD14++CD16 compared to healthy subjects. During surgery, these
CD14++CD16 cells showed a slight decrease subsequently recovered from the
immediate postoperative almost to their initial levels at study completion. In the
group of valvular patients we have observed that they had lower baseline levels of
CD14++CD16 that coronary patients. During surgery the levels dropped further,
and recovering the immediate postoperative period baseline levels increased upon
study completion.
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CD14+CD16+ monocytes are also called pro-inflammatories and produce high
levels of pro-inflammatory cytokines such as TNFa and IL-1 and a low number of
anti-inflammatory cytokines (IL-10)'*?, and that are elevated in individuals with a
disease associated the development of chronic inflammation and atherosclerosis®,
as well as valvular disease and severe aortic stenosis'®.; We observed higher
levels in valvular patients, including mitral and aortic valve disease, as well as in
patients with established coronary atherosclerosis and in healthy controls. During
surgery a slight initial increase is seen in a first phase, which could be explained by
the usual systemic inflammatory response during which this occurs®*. Surgery, by
the same surgical trauma, or by contact of the blood with the cardiopulmonary
bypass apparatus (in the case of coronary patients), is combined with the
development of myocardial ischemia in the bypass'®*®¥’,  with subsequent
reperfusion, and with the release of endotoxins to restore circulation of a
hibernating ischemic tissue which can temporarily exacerbate the injury *®and
initiate the cascade of inflammatory response when the participation of monocytes
is included. In our study we found that the subpopulation of CD14+CD16+
monocytes after 4 hours after surgery began to gradually descend until the study
ended in both groups of patients, although this decline was more striking in the
valvular group.

Regarding the CD14++CD16+, related to cardiovascular risk coronary patients
showed very high baseline levels compared with healthy controls and patients with
valvular disease. These findings were expected and have been observed by other

-Inflamacion y dafio endotelial en cirugia coronaria-



188

groups studying monocyte revascularizable coronary disease 1*°14°, However, our
study adds to this foreknowledge observation of changes arising as a result of the
surgical procedure. Postoperatively, the CD14++CD16+ monocytes showed a
consistent and significant progressive decrease compared even with their baseline
levels. Strikingly, in the group of valvular patients, although they showed slightly
higher levels than healthy controls, little variation was observed during the

postoperative period.

All these findings suggest that coronary artery bypass surgery has a very positive
impact on subpopulations of monocytes, especially those related to cardiovascular
risk CD14++CD16+, while in the case of valvular patients, surgery also had an
effect improving the percentage of the monocyte subpopulation that has been
linked to inflammation (CD14+CD16+). However there are studies which differ in
this respect and suggest that monocyte function is adversely affected by the
surgery, producing a potential risk for postoperative septic complications and
death'#142, However, this controversy can be explained because these studies
were conducted in patients with open and laparoscopic abdominal surgery,
surgeries considered either clean or contaminated with a greater chance of
infection. Nevertheless, our study included a group of patients for coronary artery
bypass and valve replacement, surgeries considered clean, and we observed no

negative involvement in any of the subgroups of monocytes as a result of surgery.
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By studying the biochemical CPK and Troponin parameters as markers of
myocardial ischemia, and PCR and Procalcitonin as inflammatory markers in
patients undergoing coronary artery bypass, we noted that baseline cardiac
troponin I, which is a very sensitive and specific marker of myocardial injury 143,
has a statistically significant relationship in the percentage of CD14+CD16++
(related cardiovascular events). During the postoperative period, CD16++CD14
classical monocytes have a significant inverse relationship with CRP which is a

soluble inflammatory marker 144,

Thus far very few studies determine the effect of surgery and cardiopulmonary
bypass (CPB) on populations of monocytes in patients with coronary heart disease.
Some authors have used in vitro models %14 or models with simulated CEC
animals to observe activation of the circulation of polymorphonuclear leukocytes
(PMN) or monocytes during extracorporeal circulation (ECC). These studies found
that the CEC can stimulate leukocyte production level bone marrow by poorly
understood mechanisms. However all these models do not fully represent the
reality of a surgical patient. Yet this might give rise to the thought that the CEC
could have an effect on the variation of subpopulations of monocytes. However,
when our study compared the patients with coronary surgery without CEC CEC
found no statistically significant differences in subpopulations of monocytes. This
leads us to believe that the observed changes are due to revascularization of

hibernating myocardium.
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To assess endothelial damage in patients, we studied endothelial precursor cells
(EPCs) and the number of endothelial microvesicles (MVs). Several authors have
found an inverse correlation between the values of EPCs and the risk of coronary
heart disease'*” 18, EPCs classically express marrow precursor marker cells as
the CD34 molecule, and endothelial lineage markers CD133 and VEGFR?2 like.
EPCs have been proposed as biomarkers of atherosclerosis and their number is
inversely related to the presence and progression of atherosclerotic disease, with
the highest incidence of cardiovascular events *° . We have seen that when
comparing the levels found in EPCs healthy controls and those found in patients
with coronary heart disease prior to surgical revascularization, the first group had

significantly higher levels compared to patients.

EPCs cells are mobilized to various stimuli contributing to neoangiogenic process of
damaged endothelium. This is one of the conclusions of the study by Gill et al**®, in
which patients with vascular injury were included for CABG and burn patients where
a rapid increase EPCs 6-12 hours followed by a decrease in these levels at 48
hours are described, suggesting that this transient increase was due to an
angiogenic vascular trauma stress that induces cell mobilization. In our study we
observed that the increase in these EPCs cells in patients with coronary
revascularization was gradual with a higher elevation at 48 hours and we observed
no decrease in the time period studied. However, in other studies in obese patients
undergoing knee surgery, it was found that in response to surgical injury, EPCs are
adversely affected®™.  However, these patients did not have established
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atherosclerosis, so their surgical behavior can be very different from our study
group. In addition, it has been previously described that the body mass index (BMI)
is inversely related to the EPCs 2, however we have not found any relationship at

baseline and during the time studied.

As found by Hill et al*®3, the circulating number of EPCs is a better predictor of
vascular reactivity than the rest of cardiovascular risk factors. In addition, as EPCs
have repair ability in places of vascular injury, the latest research is directed to the
therapeutic use of these cells related to neo angiogenesis. Patients with coronary
disease have deterioration in the migratory response of these cells and their
number is related to the severity of coronary heart disease®*°, Initial clinical
studies in a model of rats with myocardial infarction, intravenous injection of human
CD34+ cells, induced an improvement in vascularization and left ventricular
function. However, when performing the infusion directly to the myocardium, the
response at the heart level was not as expected, since only an 8% increase in cells
was found when the injection was made directly to the left ventricle®®. In patients
at high risk who must to undergo coronary percutaneous revascularization, stent-
grafts have been placed that capture EPCs since they have anti-human CD34
antibodies, whose function would be to attract cells to accelerate healing and
reduce the risk of re-stenosis and thrombosis in the stent. However, the long-term
results have not yet been published®. In our study, we observed that coronary
surgery by itself produces a progressive increase in EPCs in peripheral blood,
levels that remain high until the end of the study. This increase was independent of
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the use or not of the use of cardiopulmonary bypass. It is likely that this increase in
EPCs is due to increased blood flow in hibernated areas that stimulate the

production of these cells.

The high levels of MVs are found in patients with various pathological conditions,
such as venous and arterial thrombotic diseases!®®, sepsis, diabetes,
preeclampsia'®, and its increase has been implicated in the development and
progression of atherosclerosis. Nozaki and colleagues came to the conclusion that
MVs are a predictor of future cardiovascular events in a population with high
Framingam risk score’®, On the other hand, other studies show that these MVs are
related to the body mass index (BMI)!®' and high blood pressure (HBP)2,
However, in our study, patients with coronary disease did not show a significant

association between BMI and MVs, nor did they correlate with HT.

MVs can induce the progression and deterioration of endothelial function by the
expression of different adhesion molecules, type 2 endothelial cyclooxygenase,
cytokine release and the alteration of nitric oxide released from endothelial cells®.
Several studies report that MVs are significantly higher in patients with coronary
syndrome compared to healthy people!®* 165166 gSpecifically, high MV levels were
found in patients with acute coronary syndrome compared to patients with stable
angina®®’ 1%, In a study with patients with coronary artery disease, MV levels
correlated with coronary artery stenosis and severity, and MVs were found to be
higher in patients with stenosis of the anterior descending artery compared to
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patients with right coronary stenosis, including disease of the 3 vessels'®®. Our
study confirms this large difference in MVs between healthy controls and coronary
patients. MVs have lower levels in healthy controls and are found to be significantly
elevated in patients undergoing coronary revascularization. However, we have not
found studies that analyze the trend of these MVs in coronary patients after
revascularization of a hibernating myocardium. We have observed that surgery
induces a transient increase in MVs in the immediate postoperative period (4 hours)
as observed by Fink et al. In 2010, they conducted a study in patients with
cardiopulmonary resuscitation who presented the same transient elevation of MVs.
These authors suggest that this increase may be due to reperfusion ischemia.
Probably in our study the increase in MVs may also have a similar cause in the
immediate postoperative period; however, and consequently, our patients show a
very striking decrease in MVs, reaching levels even lower than those observed
before the intervention. These changes did not have a significant correlation with

the surgical risk taken by EUROSCORE.

Although these measurements are made within the early postoperative period,
there was a significant decrease in the number of MVs with respect to the baseline
levels. Possibly, having been able to continue the study for a longer time, the levels
of MVs could be even closer to the values obtained in healthy subjects. Additionally,
when we observed the group of coronary patients with extracorporeal circulation

with respect to those who underwent heart beating, we did not observe statistically
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significant changes in the levels of the MVs. Therefore, the CEC does not seem to

have a significant effect on the levels of MVs.

Finally, and it may be one of the most important contributions of our work when we
relate the levels of EPCs with that of the MVs, we observe a very significant linear
relationship between these two parameters from the moment prior to the
intervention until the end of the study. we have found that as the EPCs increased,
the MVs decreased. However, when we carried out the correlation studies with the
biochemical parameters PCR, CPK, Procalcitonin and Troponin-I, there was no

significant relationship in any of the times measured.

Currently, due to the participation of MVs in several stages of atherosclerosis and
their relationship with increased risk for major complications, they have been
proposed as therapeutic targets and could even be vectors of gene therapies. For
this reason, current studies suggest the incorporation of mRNAs that hypothetically
can modulate these MVs’®, However, it is important to know even better the role of
MVs in different pathologies to establish and improve the possibility of their clinical

use.
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Conclusiones

1. Los monocitos CD14++CD 16 + relacionados con riesgo cardiovascular
en los pacientes coronarios se encuentran aumentados con respecto a los
controles sanos y a lo largo del procedimiento quirdrgico disminuyen

significativamente.

2. Los pacientes coronarios y los valvulares tienen unos niveles de
monocitos CD14++CD16- menores que los controles sanos y durante el
postoperatorio inmediato estos niveles aumentan significativamente con

descenso a sus niveles basales a las 48 horas.

3. Los pacientes Valvulares tienen mas porcentaje de monocitos
CD14+CD16+ relacionados con la inflamacion en comparacién con los
pacientes coronarios y los controles sanos, presentando una disminucion

importante en el postoperatorio.

4. Los niveles de monocitos no son estadisticamente diferentes en los
pacientes coronarios intervenidos con circulacion extracorpérea con respeto

a los pacientes intervenidos a sin esta.

5. La PCR aumenta significativamente a partir de las 4 horas
postoperatorias en los pacientes coronarios y en los pacientes s valvulares

tienen un pico a las 24 horas que desciende a las 48 horas.
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6. Los niveles de PCR, CPK, Procalcitonina y Troponina | no varian segun

el uso o no de la Circulacion extracorporea.

7 Las Céulas progenitoras de endotelio (EPCs) que son un marcador de la
capacidad regenerativa del endotelio se encuentran disminuidos en los

pacientes coronarios.

8. El procedimiento de revascularizacion coronaria produce un aumento

significativo de las EPCs.

9. Las microvesiculas endoteliales (MVs) que se producen por dafio celular,

estdn mas elevadas en los pacientes coronarios con respecto a los sanos.

10. ElI numero de MVs se incrementa durante la intervencion y en el

postoperatorio inmediato (4 horas) estos niveles comienzan a disminuir.

11. Los niveles de MVs al finalizar el estudio (48 horas) son menores con

respecto a los valores iniciales.

12 El Uso o no de la circulacién extracorpdrea no cambia los niveles de las
MVs.

13. En los pacientes coronarios a medida que tienen mas nimero de MVs

tienen menores valores de EPCs.

14. Los valores bioquimicos estudiados PCR, CPK, Procalcitonina y
Troponina-l no mostraron diferencias en los pacientes intervenidos con
Circulacién extracorpOrea con respecto a los que no se utilizd circulacion

extracorporea.
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Conclusions

1. CD14+CD16+ monocytes related to cardiovascular risk in coronary patients are
increased compared to healthy controls and during the surgical procedure they
decrease significantly.

2. Coronary and valvular patients have CD14+CD16 monocyte levels lower than
healthy controls and during the immediate postoperative period these levels
increase significantly with decrease to baseline levels at 48 hours.

3. Valvular patients have a higher percentage of CD14+CD16+ monocytes related
to inflammation compared to coronary patients and healthy controls, presenting a

significant decrease in the postoperative period.

4. Monocyte levels are not statistically different in coronary patients operated on
with extracorporeal circulation with respect to patients operated on without it.

5. CRP increases significantly after 4 hours postoperatively in coronary patients and
valvular patients have a peak at 24 hours that drops to 48 hours.
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6. The levels of CRP, CPK, Procalcitonin and Troponin | do not vary according to
the use or not of Extracorporeal Circulation.

7 Endothelial progenitor cells (EPCs), which are a marker of the regenerative

capacity of the endothelium, are diminished in coronary patients.

8. The coronary revascularization procedure produces a significant increase in
EPCs.

9. Endothelial microvesicles (MVs) that are produced by cellular damage are higher

in coronary patients than in healthy patients.

10. The number of MVs increases during the intervention and in the immediate

postoperative period (4 hours) these levels begin to decrease.

11. The levels of MVs at the end of the study (48 hours) are lower compared to the

initial values.

12. The use or not of extracorporeal circulation does not change the levels of the
MVs.

13. In coronary patients, as the number of MVs increases, the number of EPCs

decreases.

14. The biochemical values studied for CRP, CPK, Procalcitonin and Troponin-I did
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not show differences in patients operated on with extracorporeal circulation

compared to those in whom extracorporeal circulation was not used.
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ANEXOS
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ANEXO 1- consentimiento informado del estudio

CONSENTIMIENTO INFORMADO — INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la
informacion que a continuacion se le facilita y realice las preguntas que considere
oportunas.

Naturaleza:

Estudio de INFLAMACION Y DANO ENDOTELIAL en pacientes intervenidos de
cirugia coronaria para ser comparados con personas sanas y pacientes previa a
intervencion valvular simple (adrtico o mitral)

Importancia:

El mejor conocimiento de los mecanismos celulares que modulan el dafio vascular
y la reparacion endotelial en los enfermos con patologia coronaria es clave para
disefiar nuevas estrategias terapéuticas que permitan mejorar la elevada morbi-
mortalidad que sufren los pacientes con enfermedad coronaria y en general
cardiovascular. Concretamente, los resultados que se obtengan de este estudio
nos permitiran valorar la importancia de la cirugia coronaria en la disminucion de
riesgo cardiovascular en pacientes y elaborar nuevos protocolos que ayuden a
disefiar mejores y mas eficaces técnicas.

Implicaciones para el donante/paciente:

« La donacién/participacion es totalmente voluntaria.

« El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin
dar explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

e Todos los datos caracter personal, obtenidos en este estudio son
confidenciales y se trataran conforme a la Ley Organica de Proteccion de Datos
de Caréacter Personal 15/99.

« La donacion/informacién obtenida se utilizara exclusivamente para los fines
especificos de este estudio.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente:

La realizacion de este protocolo no tiene ningun riesgo para el paciente.
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El Unico inconveniente que presenta es la necesidad de extraccion de sangre en
solo una _ocasién para las personas sanas y en 5 tiempos para los pacientes
valvulares y coronarios, tomados de la misma via periférica de donde se toman los
controles intra y postoperatorios habituales, sin que repercuta en molestias para el
paciente.

Si requiere informacién adicional se puede poner en contacto con en el correo
electrénico: dianavalenciaes@yahoo.es. Servicio de Cirugia Cardiovascular de
Hospital Reina Sofia. Cérdoba.

CONSENTIMIENTO INFORMADO — CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

Yo (Nombre y

« He leido el documento informativo que acompafia a este consentimiento
(Informacion al Paciente)

He podido hacer preguntas sobre el estudio Inflamacion y dafio endotelial en
cirugia coronaria

He recibido suficiente informacion sobre el estudio Inflamacién y dafio endotelial
en cirugia coronaria

He hablado con el profesional sanitario informador: Dr Willy Kreutler , Diana
Valencia

« Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en
el estudio.

« Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio serén
confidenciales y se trataran conforme establece la Ley Orgéanica de Proteccion
de Datos de Caracter Personal 15/99.

« Se me ha informado de que la donacién/informacién obtenida sélo se utilizara
para los fines especificos del estudio.

» Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de caracter personal que

se obtengan en el curso de la investigacién, incluidos los descubrimientos
inesperados que se puedan producir, siempre que esta informacion sea
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necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud o la de mis familiares
biolégicos.

Si No
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
e Cuando quiera
» Sin tener que dar explicaciones

« Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado
Inflamacién y dafio endotelial en cirugia coronaria

Firma del paciente Firma del profesional

(o representante legal en su caso) sanitario informador
Nombre y apellidos.................... nombre y apellidos: ...........
Fecha: ...l Fecha: .........................
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ANEXO-2 consentimiento informado Cirugia Coronaria.

o

00153

JUNTR DE ANDRLUCIA CONSEJERIA DE SALUD

FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO
Orden de 8 de julo de 2009 (BOJA n® 152 de fecha 6 de agosto) por ia que se dictan instrucciones a los Centros ded
Sisterna Sanitario Pibico de Andalucia, en relacion a procedmiento de Consentimiento informado.

CENTRO SANITARIO SERVICIO DE
HOSPITAL UNIVERSITARIO REINA SOFIA | CIRUGIA CARDIOVASCULAR

11 DOCUMENTO DE INFORMACION PARA (*) CIRUGIA REVASCULARIZACION
CORONARIA

Esto documento sirve para que usied, O Quien 1 rep dé su para esta Es0 sgnéica que nos
WNrza a reakzara

Puece usted retrar este consentimento cuando 0 desee. Frmaro no ke oblga 8 usted & la Desu

no se de Gur adversa resp 2 la calidad def resto de o stercitn recidida Antes de firmar, es
P que loa o |3 i 9

Diganos si tiene aiguna duda 0 necesita mas Informacion. Le atenderemos con mucho gusio

(") Indicar el nombre del procedimientointervencdn a realizar; & es posidle, ademas del nombre WCNICO Que Smpre dede
| figurar, pusde tratar G2 @xpresanio con un NOMDIR Mas sencilo

| 1.1] LO QUE USTED DEBE SABER:

" EN QUE CONSISTE. PARA QUE SIRVE:
Explicacidn sencila del objetivo del procedimiento, en qué consiste y la forma en que se va a llevar a cabo:
La operacidn a que va Vd. a ser sometido/a es la revasculanizacion coronaria que puede realizarse con 0 sin
circulacién extracorpdrea y tiene como objetivo reparar los efectos de las lesiones de sus arerias coronanas

Las arterias coronarias tienen la mision de transportar oxigeno a las paredes del corazon para mantener su
normal funconamiento. Cuando estas anterias enferman y se estrechan u obstruyen su luz (calibre) se
produce un mal riego de la pared del corazdn cuyas células puaden llegar a morir. Esto es conocdo como
infarto de miocardio. Su gravedad es alta. Desde hace bastantes afos disponemos de una técnica
quirirgica que consiste en colocar injertos, bien de una vena (safena) o de una arteria (mamana interna,
radial u otras). Estos injertos sirven de “puente” para traer la sangre desde un punto anterior a la zona
estrechada a otro posterior, con o cual se mantiene un riego sanguineo apropiado. El iesgo de la
intervencidn depende fundamentaimente de la funcion del ventriculo izquierdo y en segundo lugar tene
importancia el poder hacer todos lbs injertos que el paciente necesita.

COMO SE REALIZA:

La intervencion requiere anestesia general y como ya digmes, puede hacerse con 0 sin (no siempre) utiizar
la crculacién extracorpérea. Si este es su €aso, no 19nga en cuenta la parte de este Consentimento
Informado que se refiere a dicha circulacion extracorpérea. Generaimente, cuando no se hace CEC,
disminuyen determinados riesgos y complicaciones. También se consigue reducir el iempo de

| hospitalizacion postoperatoria. Sin embargo todavia hoy no se ha determinado si es mejor éste
procedimiento.

La Circulacion Extracorpirea consiste en el establecimiento de una circulacion artificial mientras el corazin

mm-umdmmmm trastornos de la coagulacion y hemomragia,
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que puede llegar a requerir volver al quirdfano para revisar el campo operatorio. Hoy en dia el resgo que
representa la circulacion extracorpirea es pequeno.

EN QUE LE BENEFICIARA:

| Descripcion de kas consecuencias seguras del procedimiento siempre que se consideren relevantes:

Si la calidad de los vasos permite injertar todos los vasos (revascularizacion completa) el resultado sera la
desapancion de la angina y la meporia de la contraccion cardiaca y su calidad de vida.
La alternativa de tratamiento es la medicacién, menos eficaz y la revasculanzacion por cateterismo cuyo
resultado es inferior al de la cirugia.

OTRAS ALTERNATIVAS DISPONIBLES EN SU CASO:
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JUNTR DE ANDRLUCIAR CONSEJERIA DE SALUD
CENTRO SANITARIO SERVICIO DE
HOSPITAL UNIVERSITARIO REINA SOFIA | CIRUGIA CARDIOVASCULAR
' QUE RIESGOS TIENE:
Cusiquier actyscidn médice fene rissgos. La mayor pane de 1as veces 10s riesges no se fizan, y la &0 no

produce datos o efectos socundarios ndesoadles. Pero a veces no es asl Por @80 es importante qua usted conozca los resgos
Qui puaden PArecar &N 8518 Proceso o NiBrvencon

o LOS MAS FRECUENTES:
Descripcion de los niesgos tipicos:
Las complicaciones mas importanies de |a circulacion extracorporea son: cerebrales, pulmonares,
cardiacas y renales. Las complicaciones cerabrales pueden acamear estado de coma, paraiisis y
alteraciones del lenguaje. Las pulmonares requieren un periodo prolongado de conexion @ un resprador
con riesgo de infecciones secundarias {neumonias). El fallo renal requiere, a veces, el uso de nifidn
artificial. Todas ellas son complicaciones graves. Dependen en gran cuantia de |la edad de los patientes.
En los mayores, las complicaciones renales y cerebrales son las mas frecuentes. La exisiencia de
enfermedades pulmonares crinicas previas juega un papel importante en la aparicion de complcaciones
de éste tipo. Las complicaciones cardiacas son sacundarias al tiempo en que es necesano mantenero
parado y sin niego coronario, para realizar la correccion de su o sus lesiones. Son mas frecuentes en
pacientes con enfermedad coronaria severa y sobre todo si esta disminuida !a funcion del ventriculo
[zquierdo. Las mas frecuentes son: la msufickencia cardiaca, las amtmias, las hemorragias y el
taponamiento cardiaco (hemorragia alrededor del corazon al que comprime) En el estado actual de los
conocimientos de la cirugia cardiaca, no sabamos exactamente que corazin soportara adecuadamente y
sin deterioro importante, esta situacion.

En el postoperatorio pueden desarrollarse, trastomos de la coagulacion y hemorragia. que puede llegar a
’ requerir volver al quirtfano para revisar el campo operatorio. Hoy en dia el riesgo que representa la
circulacion extracomdrea es pequefio.

Tras ia operacion puede sobrevenir una infeccion de la henda operatona que a veces son profundas y
por ello muy graves. Requieren un tratamiento prolongado y una recperacion de cierre de la pared
toracica

Una infeccidn también muy grave es la endocarditis (infeccion de la o las valvulas). Son muy raras en el
periodo postoperatono inmedialo, Son siempre graves y requieren una nuava operacion de riesgo aito.

001530

o LOS MAS GRAVES:
Descripcidn de ios nesgos que, siendo infrecuentes, pero no excepcionales, se consideran graves:
El nesgo més importante, es la presentacidn de un infarto de miocardio muy severo, que se puede
presentar en cualguier momento, desde el comienzo de ia anestesia hasta el final de la cirugia @ inciuso
cuando ya el paciente esté en la Unidad de Cuidados Postoperatonios. Generaimente hay que recurrir a
la implantacién de una asistencia ventricular (Corazon adificial, Balda intraadrtico, etc.). e incluso a la
muerte en quirbfano. La hemorragia por trastorno grave de la coagulacion puede, excepcionaimente, |
causar la muerte.
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e LOS DERIVADOS DE SUS PROBLEMAS DE SALUD:
Descripcion de nesgos personalizados
o EDAD > 65 afios = DIABETES
= DROGODEPENDENCIA o HIPERTENSION ARTERIAL
o ENFERM. ARTERIAL = ENDOCARDITIS ACTIVA
= DISFUNC. NEUROLOGICA = CIRUGIA DE AORTA TORACICA
o DISUPEMIA
« Histr* FAMILIAR CORONARIA = EPOC
= OBESIDAD o HIPERURICEMIA
 ROTURA SEPTAL POST INFARTO = HIPERTENSION PULMONAR
© INSUF. RENAL = CIRUGIA CARDIACA PREVIA
= NEOPLASIA = HEPATOPATIA
o DISFUNCION DEL W1 = ANGINA INESTABLE
= EMERGENCIA

" SITUACIONES ESPECIALES QUE DEBEN SER TENIDAS EN CUENTA:

OTRAS INFORMACIONES DE INTERES (a considerar por elfia profesional):

' OTRAS CUESTIONES PARA LAS QUE LE PEDIMOS SU CONSENTIMIENTO:

- A veces, durants |8 inlervencion, se producen haliazgos imprevisios. Pueden obiiger a tener que modiicar la forma de hacer a
intervencion y ulikzar vasanies de la mama no conlampladas nciaimanta.

< A yeces &5 necesanc lomar muestas bologoas para esludiar mejor su caso Pueden ser conservadas y utizadas
posteriomente para reabizar investigacones relaconadas con |a enfermedad que usied padece No se usaran dineclamends para
fines comerciales. Si fueran @ ser utikzadas para otos fines distnios se ‘e pedria postenomenta & consentmienio axpreso para
alo. S no 02 su consentmiento para ser utlizadas en mvestigacion, las MUeSITas & Cesiuran una vez oeen de ser Ubes para
documantar su C2s0, segun 1as noemas def centio. En cualguer caso, se prolegerd adecuadamente |3 confidencialidad en todo
momento.

- Tambion puade hacer falta tomar imagenes, como 0I0s 0 wdsos Srvan para documentar mer & Caso. Tambeén pueden
usarse para fines docentes de diusion el concamiento cientifico. En cusiguier caso seran usadas si usted da su aulorizacdn
Su identcdsd slempee serd preservada de forma confidencial.
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CENTRO SANITARIO SERVICIO DE
HOSPITAL UNIVERSITARIO REINA SOFIA | CIRUGIA CARDIOVASCULAR

1.2 | IMAGENES EXPLICATIVAS
En este espacio podrdn nserarse con cardcter cpuonal imdgenes expicatnas, esquemss anatimicos, piclogramas eic. que
facliten y permitan explicar de manera mis sencila la informacion al pacents

El color violeta representa
dano y necrosis del
tejido cardiaco

La acumulacion de placa

en la arteria coronaria

bloquea el flyjo de
sangre y oxigeno
hacia el corazon
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JUNTR DE RNDRLUCIR CONSEJERIA DE SALUD

CENTRO SANITARIO SERVICIO DE
HOSPITAL UNIVERSITARIO REINA SOFIA | CIRUGIA CARDIOVASCULAR

2 | CONSENTIMIENTO INFORMADO

21 | DATOS DELDE LA PACIENTE Y DE SU REPRESENTANTE (stic en casc de incapacidad delde la

_wﬁ‘ib%"v%m&m PACIENTE DNI T NE

APELLIDOS Y NOMBRE, DEUDE LA REPRESENTANTE LEGAL DNITNE

22 | PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O
mucwo [ FECHA FaNA

APELLIDOS Y NOMBRE TFECHA FIRMA

| APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FRMA

APELLIDOS ¥ NOMSRE FECHA FRNA

APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FRMA

2.3 | CONSENTIMIENTO

Yo, D'Dfia . manfiesto que
esloy conforme con [a intervencidn que se me ha propuesto. He leido y comprendido la informacion anterior.
He padido preguntar y aclarar todas mis dudas, Por eso he tomado conscente y ibremente [a decision de
autorizaria. También sé que pueda retirar mi consentimiento cuando o estime oportuno.

[] St ] NO Auterizo a que se reaicen las actuaciones oportunas, incluyendo modificaciones en la forma
de realzar la intervencion, para evitar los peligros o dafios polenciales para la vida o la salud, que pudieran
surgir en el curso de la intervencién.

[[] st ] NO Autorizo la conservacidn y utilizacidn posterior de mis muestras biologicas para investigacon
relacionada directamente con la enfermedad que padezco.

[J sI [] NO Autorizo que, en caso de que mis muestras bioldgicas vayan a ser utilizadas en otras
investigacones diferentes, los investigadores se pongan en contacto conmigo parg solictarme
consentimiento.

] St [INO Autorizo la utifzacion de imagenes con fines docentes o de diusion del conocimiento
cientifico.

NOTA: Marguase con wna oz,
En a de de

EULA PACIENTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL (s6lo en caso de incapacidad del pacients)

Fdo.: Fdo.:
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CENTRO SANITARIO SERVICIO DE

HOSPITAL UNIVERSITARIO REINA SOFIA | CIRUGIA CARDIOVASCULAR

24  RECHAZO DE LA INTERVENCION

Yo, DiDha. . ho autorizo a la realizacion de

esta infervencion. Asumo fas consecuencias que de ello puedan derivarse para a salud o |a vida,

En a de de
EULAPACIENTE ELLA REPRESENTANTE LEGAL (séio en caso de incapacidad del pacents)
\
Fdo : Fdo.:

25 REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo, DDAz , de forma libre y consciente he
decidido retirar el consentimiento para esta Intervencion. Asumo 1as consecuencias que de ello puedan
- derivarse para la salud o la vida.

En a de de

EULA PACIENTE ELLA REPRESENTANTE LEGAL (stio en caso de ncapacidad del pacents)

Fdo.: Fdo.:
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ANEXO 3 consentimiento informado Cirugia Valvular

30

o

015

JUNTA DE ANDALUCIA CONSEJERIA DE SALUD

FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO
Orden de 8 de julio de 2008 (BOJA n* 152 de fecha § de agosto) por a que se dictan instrucciones a los Centros del
Sisterna Sanitano Pibico de Andalucia, en relacion al procedimiento de Consentimiento informado.

CENTRO SANITARIO SERVICIO DE
HOSPITAL UNIVERSITARIO REINA SOFIA | CIRUGIA CARDIOVASCULAR

1 J‘ DOCUMENTO DE INFORMACION PARA (*) SUSTITUCION VALVULAR
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1.1 | LO QUE USTED DEBE SABER:
EN QUE CONSISTE. PARA QUE SIRVE:
La sus$tucién de una valvula cardiaca implica la utilizacion de una valvula artficial (protésica) que fa
reemplace. Las valvulas protésicas pueden ser de dos tipes: bioldgicas o mecanicas. Las primeras estan
confeccionadas con tefidos de animales (valvulas de cerdo o fabricadas con pericardio de temera). Las
metalicas estan hechas con aleaciones especiales y carbén piroliico. La prncipal ventaga de las biolbgicas
s que no necesitan anticoagulacion pero su duracion esta imitada a una media de unos 10 afios para las
mitrales y unos15 afios para las adrticas. Las mecanicas necesitan gue se anticoagule al portador durante
| el resto de su vida y su mayor ventaja es que pueden durar indefinidamente. El implantar una u ofra valvula
| depende fundamentalmente de la edad del paciente y de otras circunstancias especiales de cada persona.
Hay ocasiones en que se afecta exclusivamente una valvula pero pueden enfermar dos o tres de ellas.
Excepconaimente se altera 1a valvula pulmonar
La sustitucion o reemplazo de |a vaivula adetica es hoy en dia muy frecuente debido a que, generaimente,
es una enfermedad relacionada con la edad. En otras ocasiones su causa s la enfermedad reumatica o
congénita. La cirugia consiste en cambiar su valvula deterorada por una valvuia artificial, En aliguna ocasion
| podria ser reparada ésta vaivula.
£n el caso de afectacién de la valvula mitral, esta se puede reparar en muchos casos de enfermedad
Cuando la valvula esta estrachada, en algunos casos, se puede abrir la zona estrechada
(comisurotomia). Si ne se puede reparar se procede a sustituiria por una valvula artificial (protésica).
La vaivula tricispide se afecta secundariamente a la enfermedad mitral y/o adrtica en relacion con el
aumento de presidn en la arteria pulmonar. Es una valvula que puede repararse casi siempre, con la ayuda
de un anilio prolésico especial, aunque ocasionaimente puede ser necesarnc sustituiria por una valvula
artificial. La afectacion de 3 tricispide indica una evolucion larga y desfavorable, por lo que €l riesgo
Quinkrgico aumenta.

COMO SE REALIZA:
La operacién a que va Vd. a ser sometdo/a requiere anestesia general y el uso de Circulacion
Extracorpdrea con el fin de que al parar el corazon, Se mantengan vivos lodos los drganos.
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La Circulacion exiracorpdrea conssste en el establecimiento de una circulacion artificial mientras el corazon |
est parado, Es imprescindible mantener la sangre sin que se produzcan coagulos y también bajar la
temperalura del cuerpo en grado variable, para conservar una buena funcidn de todos los 6rgancs.

Por ello pueden desaroliarse en el periodo postoperatorio inmediato, trastornos de la coagulacion y
hemorragia, que puede llegar a requenr volver al quirdfano para revisar el campo operatorio, Hoy en dia el
riasgo que representa |a circulacion extracorpdrea es paquefio.

QUE EFECTOS LE PRODUCIRA:

EN QUE LE BENEFICIARA:

La o las valvulas afectadas una vez reparadas, pasan a funcionar con normalidad lo que elimina el

' problema previo, generaimente la fatiga. Lo mismo ocurre con fa realizacion de injertos coronanios que

- mejoren en grado mayor o menor el riego coronario. Esto haré desparecer la angina y prevendra la

| presentacitn de un infarto de miocardio. Su vida tras la intervencion sera la normal para una persona de su
edad. Cabe la posibiidad de que se presenten problemas con fas valvulas (infeccion, coagulos, rotura del
anclaje de 1a protesis, elc.) que produzcan el fallo del funcionamiento y probablemente la necesidad de
reoperacién. Los injerios coronarfos con &l tiempo, pueden obstruirse o pueden aparecer nuevas lesiones
coronarias, que requeriran tratamiento especifco,

| OTRAS ALTERNATIVAS DISPONIBLES EN SU CASO:
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QUE RIESGOS TIENE:

Cualquier actuacon médica fene riesges. La mayor pare de las veces Jos esgos no se¢ matenalzan, y la inlervescidn na
peoduce dafos o efectos secundarios ndescables. Pero & veces no es asi Por eso es importante que usted conozca los nesgos

que puaden Bparecer en 819 Procese o NIBrwecon

Las complicaciones mas impontantes de la crculacion extracorpérea son: cerebrales, pulmonares,
cardkacas y renales. Las complicaciones cerebrales pueden acamear estado de coma, paraisss y
alteraciones del lenguaje. Las puimonares requieren un periodo prolongado de conexion a un resprador
con riesgo de infecciones sacundarias (neumonias). El fallo renal requiere, a veces, el uso de nion
artficial. Todas ellas son compécaciones graves. Dependen en gran cuantia de |a edad de los pacientss
En los mayores, las complicaciones renales y cerebraies son las mas frecuentes. La existencia de
enfermedades pulmonares cronicas previas juega un papel importante en la apancion de complicaciones
de éste tipo. Las complicaciones cardiacas son secundarias al Sempo en que es necesario mantenerio
parado y sin riego coronario, para realizar ia correccion de su o sus lesiones. Son mas frecuentes en
pacientes con enfermedad coronana severa y sobre lodo si estd disminuida la funcidn del ventricuio
lzquierdo.

Tras la operacion puede sobravenir una infeccion de I3 herida operatoria que a veces son profundas y
por elio muy graves. Reguieren un tratamiento prolongado y una reoperacion de clerre de [a pared
tordcca. Una infeccion también muy grave es la endocarditis (infeccion de la o las valvulas). Son muy
raras en el periodo postoperatorio nmedialo, son siempre graves y requieren una nueva oparacion de
riesgo alfo.

EN SUCBS0 € MES00 OB B8...... ... cociriviiscsstscs e bt somisi bbbt s i b ke i 4 b aSt pe rR

o LOSMASFRECUENTES:
Las mas frecuentes son: [a insuficiencia cardiaca, las arntmeas, las hemorragias y el taponamiento
cardiaco (hemorragia airededor del corazn al que comprime) En el estado actual de los conocimientos
de la cirugia cardiaca, no sabemos exactamente que corazon soportara adecuadamente y sin deteriaro
importante, esta situacion,

o LOSMAS GRAVES:
Descripcion de los nesgos que, siendo infrecuentes, pero no excepcionales, se consderan graves
En casos especialmente graves pueden surgir complicaciones cardiacas como las mencionadas ylo
hemorragias por trastomos de la coagulacidn que pueden llegar a causar la muerte en quirdfano,
£l riesgo mas importanie, es la presentacion de un infarto de miocardio muy severo, que se puede
presentar en cualquier momento, desde el comienzo de la anesiesia hasta e final de la cirugia e incluso
cuando ya el paciente esté en la Unidad de Cuxdados Postoperatonos. Generaimente hay que recurrir a
la implantacion de una asistencia ventricular (Corazdn artificial, Balon intraadrtico, efc.).
La hemorragia por trastomo grave de la coagulacion puede, excepcionalmenta, causar la muerte.

* LOS DERIVADOS DE SUS PROBLEMAS DE SALUD:
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Descripcion de nesgos personaiizados:

& EDAD > 65 afos - DIABETES

- DROGODEPENDENCIA < HIPERTENSION ARTERIAL
= ENFERM. ARTERIAL © ENDOCARDITIS ACTIVA
 DISFUNC. NEUROLOGICA  CIRUGIA DE AORTA TORACICA
= DISLIPEMIA

- Histr® FAMILIAR CORONARIA o EPOC

= OBESIDAD = HIPERURICEMIA

= ROTURA SEPTAL POST INFARTO ~ HIPERTENSION PULMONAR
= INSUF, RENAL = CIRUGIA CARDIACA PREVIA
= NEOPLASIA ~ HEPATOPATIA

© DISFUNCION DEL V! = ANGINA INESTABLE

o EMERGENCIA

SITUACIONES ESPECIALES QUE DEBEN SER TENIDAS EN CUENTA:

'OTRAS INFORMACIONES DE INTERES (a considerar por ellla profesional):

001530

OTRAS CUESTIONES PARA LAS QUE LE PEDIMOS SU CONSENTIMIENTO:

« A vaces, duranie Iz intervencion. se producen hallazgos mprevisios. Pueden obligar a tener que modificar la forma de hacer 3
irforvencion y udzar vananies de la msma no contemplacas nicaiments.

- A veces os necesano tomar muestas biologicas pars estudiar mejor su caso. Puaden ser conservadas y utikzadas
posiarcemente para realzar in ralacionadas con la enfermedad que usted padece No se usaran oirectamenis para
fines comerciales S fueran 3 ser ullizadas para oiros fines dstinios s e pediria postenomenie & consentimienio expreso para
&lo. Si no da su consentimiento para ser uliizades & investigacidn, las muesiras se destuirdn una vez dojes de ser Gtles para
documentar su caso, segin las normas del cantro. En cualquier caso, 5o protegeri adecuadamente ks confidencialidad en tdo
momento

- También puede hacer falta tonar magenes, Como folos O videos. Siven para documentar meyr of caso. También puaden
usarse pora fines cocentes de difusdn del conocimiento centiico. En cualquier caso seran usadas & usied da su aulonzacion
Su identidad sermpre serd preservada de forma confidencis
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1.2 IMAGENESEXPLICATVAS ,
En esie espacio podran insertarse con cardcler cocional imagenes explcatvas. esquemas anatomicos, piclogramas el que
faciten y permitan expiicar de manesa mis sencilla s nicemacidn o pacente

001530
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"2 [ CONSENTIMIENTO INFORMADO

|21  DATOS DEL/DE LA PACIENTE Y DE SU REPRESENTANTE (stlo en caso da incapacidad delide la

APELLIDOS Y NOMBRE, DEL PACIENTE DNI/NIE

[APELLIDOS ¥ NOWIBRE, DEL/IDE LA REPRESENTANTE LEGAL | ONI/NIE

22 | PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O

CONSENTIMIENTO
APELLIDOS Y NOVIBRE FECHA T FRNA
TAPELLIDOS ¥ NOVIBRE FEGHA FiRA -
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FiRMA
TAPELLIDOS ¥ NOVBRE FEGHA FRMA

2.3 | CONSENTIMIENTO

Yo, DiDha , manfiesto gue
estoy conforme con la infervencion que se me ha propuesto. He leido y comprendido la informacién antenior,
He podido preguntar y aclarar todas mis dudas. Por eso he fomado consciente y libremente la decisién de
autorizarla, También sé que puedo retirar mi consentimsento cuando lo estime oportuno.

[J 81 ] NO Autorizo a que se realicen las actuaciones oportunas, incluyendo modificaciones en la forma
de realizar 13 intervencidn, para evitar los peligros o danos polenciaies para la wda o 1a salud, que pudieran
surgir en el curso de la intervencidn.

[ 81 ] NO Autorzo la conservacidn y utilizacion posterior de mis muestras biologicas para investigacion
relacionada directamente con la enfermedad que padezco.

[C1 sI [[] NO Autorizo que, en caso de que mis muestras bioldgicas vayan a ser utlizadas en otras
investigaciones diferentes, los nvestigadores se pongan en contacto conmigo para solicitarme

consenbmiento.
[[] 81 [[INO Autorizo la utifzacién de imigenes con fines docentes o de dfusion del conocimiento
centifico.

NOTA Marquase con una oz,
En a de de
EULA PACIENTE ELLA REPRESENTANTE LEGAL (stlo en caso 0e incapaciaad del paoents)

Fdo.: Fdo.:
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2.4 | RECHAZO DE LA INTERVENCION

Yo, DDAz, . N0 autorizo a la realizacion de
esta inlervencidn. Asumo Ias consecuencias que de ello puedan derwvarse para la salud o la vida

En a de da

EULA PACIENTE EULA REPRESENTANTE LEGAL (siio en caso de incapacidad dul pacenia)

Fdo.: Fdo.:

2.5 | REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo, O/Oha , de forma libre y consciente he
deciddo retirar el consentimiento para esta intervencion. Asumo las consecuencias que de €lo puedan
| derivarse para la salud o la vida

En 8 de de
ELLA PACIENTE ELLA REPRESENTANTE LEGAL (séio en caso de incapacidad del pacenta)

| Fdo: Fdo.:
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ANEXO 4. Hojade recogida de datos

Paciente No:
S.C.(m2) IMC
Angor NYHA
IAM previo Localizacién IAM
EPOC Diabetes
Dislipidemia HTA
Fumador Vasculopatia
CEC (min) Tiempo
isquemia(min)

No bypass Lechos
Revascularizacion

TIEMPO

3

FC (lat/min)
TAS (mmHg)
TAD (mmHQ)
TAM (mmHg)

Te Periférica

Diuresis

CPK

Trop. |
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PCR

Procalcitonina

Monocitos
CD14-CD16++

Monocitos
CD14+CD16+

Monocitos
CD14++CD16+

EPCs

MVs

Dias de UCI

Estatus

-Inflamacion y dafo endotelial en cirugia coronaria-



259

ANEXO 5. Articulo relacionado con el tema del Doctorado.
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Abstract Coronary heart disease is associated with
high morbidity and mortality. Endothelial dysfunction in
affected patients is linked to long-term atherosclerotic dis-
ease progression and cardiovascular event rates. The pre-
sent paper reports on changes in the levels of endothelial
progenitor cells (VEGFR2/CD133/CD34). essential for
endothelial repair, and of endothelial microvesicles (CD31/
annexin V) as indicators of endothelial lesion. in patients
undergoing coronary bypass surgery with respect both
to baseline levels and to counts in healthy subjects. In an
observational descriptive study, 31 patients scheduled for
coronary revascularization surgery were compared with
those of 25 healthy controls. In a subsequent longitudinal
study. patients undergoing surgery were monitored at 5
timepoints up until 48 h after surgery. Endothelial pro-
genitor cell (VEGFR2/CD133/CD34) and endothelial
microvesicle (CD3 1/annexin V) levels were quantified by
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StriimpellstraBe 39, 04289 Leipzig, Germany
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flow cytometry. Baseline endothelial progenitor cell counts
in coronary patients were significantly lower than those of
healthy controls (p < 0.001): however, after surgery, levels
rose steadily over all 5 timepoints to 48 h with statistically
significant differences (p < 0.001) between intra-operative
and 48 h after surgery (T5). Endothelial microvesicle lev-
els were significantly higher in coronary patients prior to
surgery than in healthy controls (p < 0.001). and despite
declining at 48 h remained significantly higher than those
of controls (p < 0.001). Coronary surgery has had a posi-
tive impact on the endothelium in the patients, prompting a
decrease in signs of endothelial dysfunction and a consid-
erable improvement in the endothelial repair mechanisms
involved in angiogenesis. playing an important role in the
inflammatory response and the remodelling process of
ischemic myocardium in postoperative period.

Keywords Coronary artery disease - Biomarkers -
Endothelial progenitor cells - Circulating microparticles

Introduction

Coronary artery disease (CAD) is the most common type
of heart disease in industrialized and developing coun-
tries. and is associated with high morbidity and mortality
[1]. CAD is a clinical manifestation of atherosclerosis.
a chronic, progressive, systemic inflammatory disease
mainly involving medium-sized arteries: atherosclero-
sis affects arteries at different sites simultaneously. but
with differing degrees of progression [2]. It is character-
ized by inflammation and by the accumulation of lipids
|3. 4]. and increased peripheral lipid levels are widely
used as a marker of atherosclerosis. The inclusion of
new biomarkers based on other factors may enhance risk
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stratification and improve the management of patients
with atherosclerotic cardiovascular disease.

Patients with coronary atherosclerosis  display
endothelial dysfunction, which is linked to long-term
atherosclerotic disease progression and cardiovascular
event rates. Research suggests that endothelial dysfunc-
tion is an independent predictor of adverse outcomes in
patients diagnosed with acute coronary syndrome. Under
pro-atherosclerotic conditions, endothelial cells lose the
ability to produce bioactive nitric oxide and demonstrate
increased expression of vasoconstrictor, pro-inflam-
matory, and pro-thrombotic factors. These alterations
in endothelial phenotype and function contribute to the
formation, progression. and rupture of atherosclerotic
lesions.

At an early stage, to maintain vascular integrity. the
damaged endothelium is lined by VEGFR2/CD133/
CD34 endothelial progenitor cells (EPCs) derived from
bone marrow and other tissues, have the potential to dif-
ferentiate into mature endothelial cells and create new
blood vessels [5]; at this point. progenitor cells play a
major role in endothelial repair, since mature endothe-
lial cells have limited regenerative capacity. In addi-
tion to their role in endothelial tissue repair, EPCs can
also differentiate into smooth muscle cells, and may be
recruited to replace necrotic vascular tissue [6]. A num-
ber of authors report a drop in EPCs levels in patients
with coronary disease. apparently linked not only to
classical risk factors but also directly to coronary artery
obstruction [7] and its severity [8]. It has been sug-
gested that increased plasma CD31/annexin V extracel-
lular microvesicles (EMVs) values in these patients may
be used as a marker of endothelial dysfunction [9] as
there are strong associations between increased circu-
lating EMPs (Endothelial microparticles) and structural
as well as functional abnormalities [10]. EMVs increase
in number as a response to cell activation or apoptosis
[11] and may play a key role in endothelial reparation,
tissue injury, and vascular remodeling [12, 13]. In func-
tional terms, EMVs have been shown to have a proco-
agulant effect, which points to their direct involvement
in the atherosclerotic process [14]. Given their links to
endothelial injury, changes in vascular tone, and vascu-
lar ageing [15]. EMVs may constitute a new diagnostic
target as well as possibly providing the basis for new
therapies.

To date. no published reports have addressed changes
in EPC (VEGFR2/CDI133/CD34) and EMV levels
(CD31/annexin V) in patients undergoing coronary
revascularization surgery. The present paper has sought
to track changes from immediately prior to surgery to
2 days post-surgery.

Materials and methods
Patient selection and study design

This was a two-part study. The first part was a descrip-
tive cross-sectional study to compare counts in 31
patients scheduled for coronary bypass surgery with those
of 25 healthy controls. In a subsequent prospective longi-
tudinal study. counts were measured in CAD patients at
five different time points, from induction of anaesthesia
to 48 h post-surgery.

The study group included healthy controls with no
clinical symptoms such as angina, and no cardiovascular
risk factor such as diabetes, arterial hypertension. dyslip-
idemia, and with normal electrocardiography; the second
group is a consecutive patients group with diagnosed cor-
onary artery disease requiring revascularization, admitted
for bypass operations in 10 months. Echocardiography
and diagnostic coronary angiography were performed
in all cases prior to surgery; following AHA guidelines,
stenosis of >70% was considered significant. Patients
requiring valve or aorta surgery during the same opera-
tive procedure were excluded from the study. In seven
patients, surgery was performed without extracorporeal
circulation. The decision to use extracorporeal circulation
for CAD patients was made by the surgeon on a case-
by-case basis. Healthy controls were volunteers with no
clinical symptoms such as angina, no cardiovascular risk
factors. and normal electrocardiogram.

Surgery. performed at the Hospital, was aimed at achiev-
ing complete revascularization using the left mammary
artery, right mammary artery, radial artery, or internal
saphenous vein depending on the requirements of each
patient. Anastomoses were performed with 7/0 polypro-
pylene sutures at 3.5x magnification. In all cases, conven-
tional thoracic incisions were used (median sternotomy),
and patients received standard anesthesia, heparinization
(3 mg/kg). and subsequent total reversion with protamine.
Extracorporeal circulation was established as follows:
standard aortic cannulation (single vena cava): antegrade
cold blood or crystalloid cardioplegia (3:1) with ante-
grade or retrograde (in to coronary sinus) intermittently
cardioplegia every 20 min and into completed vein grafts;
moderate hypothermia (32°-34°). The Stockert S5 Heart
Lung Machine was used for extracorporeal perfusion. with
a centrifugal pump and oxygenator depending on patient
theoretical flow. In patients not requiring extracorporeal
circulation, the Octopus® myocardial tissue stabilizer was
used: patients were heparinized (1 mg/kg) and a temporary
intra-coronary shunt was used for distal perfusion.

Prior to surgery, informed consent was obtained and
the following data were collected: demographic data

&) Springer
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Table 1 Patient demographic

data Characteristics Patients (n = 31) Controls (n = 25) p value
Sex. male/female (%/%) 25/6 (84.4/15.6) 19/6 (76/24) S:0.508
Age 64.1 £9.1 55.96 £4.93 S:0.0001
Body mass index (kg/m?) 28.56 £5.16 28.03x 1.9 §:0.726
Preoperative risk factors
Previous acute myocardial infarction 21 (67.7%) n/a -
EuroSCORE 35+1.7 n/a -
Chronic kidney failure 2 (6.4%) n/a -
Chronic obstructive pulmonary disease 5 (16.1%) n/a -
Diabetes 16 (51.6%) n/a -
Dyslipidemia 21 (67.7%) n/a -
Arterial hypertension 25 (80.6%) n/a -
Peripheral vascular disease 5 (16.1%) n/a -
Intra-operative factors
Extracorporeal circulation 22 (70.9%) - -
Extracorporeal circulation time 109 min n/a -
Ischemia time 83.4 min n/a -
Mean number of bypass 239 n/a -
Use of left internal mammary 96.4% n/a -
CAD, n (%)
1-vessel disease 6 (18.7%) n/a -
2-vessel disease 10 (31.2%)
3-vessel disease 12 (37.5%)
Medication
ACE inhibitors 100% n/a -
Statins (HMG-CoA reductase inhibitors) 56.2%
Aspirin 100%

* Statistical significance using Student # and Chi-square tests

(age, sex, weight, and height for calculating body mass
index, BMI); preoperative risk factors including smoking.
hypertension, diabetes, dyslipidemia, peripheral vascular
disease. previous acute myocardial infarction, diagnosed
chronic kidney failure. diagnosed peripheral vascular
disease: EuroSCORE II calculated to predict mortality:
finally, previous medical treatment with ACE inhibitors.
aspirin, or isosorbide dinitrate (Table ).

The first sample collection took place in the operating
theater after orotracheal intubation and induction of anes-
thesia: the final sample was collected 48 h post-surgery.
At a total of five time points. peripheral blood samples
(10 ml) were collected under standard conditions and
placed in two 5 ml tubes containing lithium heparin anti-
coagulant: T1 (prior to surgery): T2 (15 min after aortic
clamp cross removal); T3 (4 h post-surgery): T4 (24 h
post-surgery): and T5 (48 h post-surgery). One tube was
sent to the hospital’s central laboratory for measurement
of the following blood biochemical parameters: creatine
phosphokinase (CPK. normal 30-200 U/l), troponin I
(0.00-0.50 ng/ml). procalcitonin (0.05-0.50 ng/ml). and

@ Springer

C-reactive protein (CRP. 0.0-5.0 mg/l). The other tube
was sent to the hospital’s experimental unit.

Quantification of EPCs in peripheral blood

Immediately after extraction. 100 ul of whole blood
were incubated with phycoerythrin (PE)-labeled anti-
CD133 monoclonal antibody (AC133 PE. MACS Milte-
nyi Biotec. Bergisch Gladbach, Germany), PE-cyanine
T-labeled anti-CD34 (no. 25-0349-42, eBioscience, San
Diego. CA). and FITC-labeled anti-VEGF receptor 2
(VEGFR2: FAB357F, R&D Systems Europe. Abing-
don, UK), for 30 min in darkness at 4 °C, or with the
relevant isotope controls. Erythrocytes were lysed with
FACS Lysing solution (BD Biosciences) for 10 min at
room temperature, in darkness. Cells were washed with
PBS containing 2% human serum albumin prior to flow
cytometry (Beckman Coulter). The number of EPCs was
defined as events triple positive for CD133. CD34, and
VEGFR2.
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Quantification of CD31/annexin V EMVs in plasma

Platelet-free plasma was obtained from whole blood by
centrifuging at 1500g for 10 min at room temperature.
followed by further centrifuging at 13.000g for 20 min.
The resulting pellets were stored at —80 °C until use. For
analysis, pellets were resuspended and incubated with PE-
labeled anti-CD31 antibody (Caltag Laboratories, Burl-
ingame, CA) and then with FITC-conjugated annexin V
following manufacturer’s instructions (Bender MedSys-
tems). The negative control was obtained using anti-isotope
antibodies. An equal volume of Flow Count Calibrator
beads (Beckman Coulter, Marseille, France) was added.
Analysis was performed on a Coulter Cytomic FC 500
flow cytometer (Beckman Coulter, Fullerton, CA) using
the CXP software package (Beckman Coulter). Each result
(individual value) was the mean of three independent meas-
urements of the same sample.

Statistical analysis

Statistical analysis of study data was performed using the
PASW Statistics 21 (SPSS21) software package. Data are
expressed as mean =+ standard deviation (SD) for normally
distributed data or median and interquartile range (IQR)
for data not normally distributed. For comparison of means
between healthy subjects and patients. Student’s  test or
the Mann—Whitney U test were used depending on whether
data fitted a normal distribution. Data for the five time
points in the patient group (T1, T2, T3, T4, and T5) were
subjected to repeated measures ANOVA or the Friedman
test where appropriate. Values of p < 0.05 were considered
statistically significant.

Results
Patient characteristics

Demographic and clinical data for the subjects enrolled
in the study (31 coronary patients consecutively admitted
for revascularization surgery and 25 healthy controls) are
shown in Table . Significant differences were recorded
for mean age between healthy controls and coronary
patients (mean ages 56 and 64, respectively), but no sig-
nificant inter-group differences were recorded for gender or
for body mass index (BMI). As an aside, males were pre-
dominant—though not significantly (p = 0.508)—in both
groups.

The coronary patients underwent echocardiography and
diagnostic coronary angiography prior to surgery and the
patients had previously received treatment with ACE inhib-
itors, aspirin, and isosorbide dinitrate. The EuroSCORE 11

for patients was 3.5 £ 1.7. Patients displayed a high preva-
lence of cardiovascular risk factors, particularly diabetes
(51.6%). hypertension (81.6%). and dyslipidemia (67.7%).
Most patients (71.9%) required extracorporeal circulation
(ECC, ONCAB). The internal mammary artery was used
in 96.4% of cases, either with or without saphena external
vein or artery grafts (radial artery). Four patients required
postoperative intraaortic balloon counter-pulsation. Mean
stay in the intensive care unit was 2.09 days.

Changes in EPC counts in patients undergoing
coronary surgery

Baseline endothelial progenitor cell counts in coronary
patients were significantly lower than those of healthy con-
trols (0.21 £ 0.12 vs. 0.97 £ 0.12%, p < 0.001) (Fig. 1).

EPC counts in patients (Fig. 1) rose steadily from imme-
diately post-surgery to 48 h post-surgery (0.49 £ 0.20).
statistically significant differences (p < 0.001) were noted
between intra-operative and immediately postoperative lev-
els (T2, T3. T4) and those recorded 48 h after surgery (T5).
Nonetheless, EPC counts in patients remained below those
of healthy controls throughout the study. No significant dif-
ference in EPC levels was noted between patients undergo-
ing ECC and those not doing so (Fig. 2).

EMY levels in patients undergoing coronary surgery

Baseline EMV levels in coronary patients (Fig. 3) were
significantly higher than those of healthy subjects (175
+ 37 counts/pL  vs 53 £ 24 counts/ul. respectively:
p < 0.001), and although they had declined by 48 h post-
surgery (161 & 37, they remained significantly higher those
of controls: p < 0.001).

Comparison of EMV counts over the 5 time points
(Fig. 3) showed a statistically significant increase at T2
(p < 0.001)., when the highest values were recorded:
thereafter, levels fell gradually (p < 0.05), and by 48 h
post-surgery (T3) values were even lower than at base-
line (p < 0.001). No significant difference was recorded
between patients undergoing ECC and those not doing so
(Fig. 4).

Bivariate procedures correlations between biomark-
ers have a strong negative correlations at baseline (T1)
EPC with MV (r = —0.8: p < 0.001) and endpoint (T5):
(r=—0.71; p <0.001) (Fig. 5).

Discussion
The vascular endothelium plays a major role in the patho-

genesis of inflammatory disorders such as atherosclerosis,
the cause of a number of diseases associated with high rates
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Different inmunophenotypes have been used to define
and identify the EPCs in patients’ peripheral blood [27].
This was done in a study done on patients with cardiac
allograft vasculopathy in heart transplant recipients where
a double marker known as CD344 VEGRF2+ was used
to identify the EPCs. We have incorporated the molecule
CDI33 into the characterization of the EPCs, whose
expression has been found to be increased in endothelial
hematopoietic precursors [28].

Endothelial damage and loss of endothelial integrity
may be caused by apoptosis, characterized by to cell mem-
brane changes, nuclear condensation, DNA fragmentation,
and the release of small particles known as extracellular
microvesicles (EMVs) [29], shed directly by circulat-
ing cells (erythrocytes, leukocytes. platelets) [30], cancer
cells, and endothelial cells following activation of apopto-
sis inducers [31]. EMVs carry phospholipids such as phos-
phatidylserine, which binds to annexin V, and cell mem-
brane proteins from the originating cells, such as the CD31
molecule, and are widely viewed as markers of endothelial
damage [32-34].

The phenotype we have used to characterize MV
includes the determination of the CD314 and annexin V4
molecules. This marker is not specific to MV derived from
endothelium since it doesn’t exclude the MV derived from
platelets [35]. However, a detailed characterization of the
subtypes of MV implicated in the process before and after
surgical coronary revascularization could be of interest as
an approach to future studies.

There is some controversy regarding the biological
importance of elevated EMV levels (CD31 annexinV+),
which are found in patients with a range of pathologies,
reinforcing the idea that EMVs may play a role in the devel-
opment of conditions such as subclinical hypothyroidism
[13]. chronic obstructive pulmonary disease [36], chronic
kidney disease [37]. thrombotic thrombocytopenic purpura,
antiphospholipid syndrome [38]. multiple sclerosis, and vas-
cular calcification [39]. Measurement of EMV levels may
help to assess disease progression in patients with aortic
valve stenosis [10], and elevated levels have been found to
aggravate pathological changes in the mitral valve [40]. Sig-
nificantly higher EMV counts are reported in patients with
coronary syndrome than in healthy subjects [41-43], and
they are regarded as independent predictors of cardiovas-
cular death and acute coronary syndrome [44]. The present
findings confirmed that EMV levels were significantly lower
(p < 0.001) in healthy subjects than in coronary patients
scheduled for surgery. However, no published research
has hitherto addressed the behavior of EMVs in coronary
patients undergoing myocardial revascularization with
ischemia—reperfusion. Here, surgery prompted an increase
in EMV levels in the immediate postoperative period (4 h),
followed by a significant progressive decline over the course

of the study (i.e.. to 48 h post-surgery). Given the consider-
able drop in EMV levels in the early postoperative period
studied here, it is possible that over longer period lev-
els might continue to fall, approaching those observed in
healthy subjects. Use of ECC in coronary patients was not
found to influence variations in EMV levels.

The present study did have certain limitations: though
results were evident and highly significant, the number
of patients included in the study was small and follow-
up period was short. Further research with larger patient
groups and a longer follow-up period would have been use-
ful in order to ascertain whether the parameters studied
EPCs and EMVs attain normal values over time.

To conclude, despite surgical stress and the attendant
inflammatory response, coronary revascularization could
have a positive impact on the endothelium in patients which
is accompanied by less dysfunctional endothelial signs and
an increased endothelial repair system.
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Abstract

Active valvular endocarditis could be cc dac indication to heart ion. Nevertheless, there have been some reports
of success with this form of treatment, despite the characteristics of the infection and its aggressive nature. Here, we describe the case of a
patient with acute bicuspid aortic valvular endocarditis caused by Staphylococcus aureus and with a periannular abscess. Cryopreserved
aortic homograft replacement of the aortic root was initially carried out, in addition to debridement and reconstruction of the interventri-
cular septum with a pericardial patch. Early recurrence occurred, however, with extensive tissue destruction, a periaortic abscess and
involvement of multiple valves, associated with severe sepsis. In view of the failure of ‘c I surgery, an gency heart trans-
plantation was decided on after discussing the case with the Spanish National Transplant Organization (ONT), because of the theoretical
contraindication of transplantation in this case. Transplantation was finally carried out after a waiting period of 3 days, in emergency code
conditions, and the postoperative course proved uneventful, with no reinfection during the follow-up period. The present case suggests
that heart transplantation may be an alternative option in patients suffering aggressive endocarditis with extensive involvement of the

heart structures.

Keywords: Endocarditis « Heart transplantation  Recurrent disease

INTRODUCTION

The surgical management of acute endocarditis characterized by
extensive tissue damage is a major technical challenge, with mor-
bidity and mortality rates close to 100% [1]. Heart transplantation
may be the best alternative in special cases involving extensive in-
fection, where ‘conventional’ surgery is considered to have few
chances of success or has proved to be ineffective.

We report a successful case of heart transplantation in a patient
with recurrent early extensive endocarditis.

CASE REPORT

A 28-year-old male stonemason, without history of drug abuse, was
admitted for 10 days with a febrile synd bilateral i

pericardial patch and cryopreserved aortic homograft replace-
ment of the aortic root. The postoperative course was initially sat-
isfactory with use of the antibiotics daptomycin, cloxacillin and
gentamicin (blood levels 1,17 mcg/ml); later we added rifampicin.
The skin wounds on the patient’s hands healed with local and sys-
temic treatment.

Two weeks later, however, the patient developed fever and
clinical sepsis; echocardiography showed the aortic homograft to be
surrounded by abundant infectious material, which extended to the
mitral and tricuspid valves. In addition, a fistula tract was observed,
linking the left ventricle with the right atrium. The blood cultures
proved positive to the same organism as before the operation.

In view of the failure of co | surgical with
aggressive debridement and the use of totally biological material,
the patient was included in the emergency transplant code, and
heart kL ion was performed at 72 h (20 days after homo-

with normal pupils and semi-consciousness. The computed tomog-
raphy brain study proved nomal. He subsequently suffered dis-
orientation and slowed mental processing, and empirical treatment
was started with doxycycline and gentamidn. The blood cultures
proved positive for meticillin-resistant Staphylococcus aureus.
Transthoradc echocardiography revealed aortic valvular endocardi-
tis, with severe aortic insufficiency and a periannular abscess extend-
ing to the interventricular septum. The suspected portal of entry was
skin wounds on the hands resulting from his professional work.
Surgery was carried out, with aggressive debridement of the
necrotic tissue, reconstruction of the septum using an autologous

graft placement). This was regarded as the best option for elimin-
ating the septic focus, given the rapid evolution of the sepsis and
extensive destruction of the endocardial structures.

Examination of the explanted heart showed that the purulent
accumulation ded the entire h: graft. The atrioventricu-
lar valves presented multiple vegetations (Fig. 1A), and the mitral-
aortic junction showed several fistula tracts towards the septum
and left atrium (Fig. 1B). Histological study revealed periaortic
abscess, mitral and tricuspid endocarditis, and myocarditis of
the left ventricle. The patient's progress was favourable after
discharge, with the inmunosupression (mycophenolate mofetil,

© The Author 2013. Published by Oxford University Press on behalf of the European Association for Cardio-Thoracic Surgery. All rights reserved.
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Figure 1: (A) The d multiple i (B) The
mitral-aortic junction showed several fistula tracts towards the left atrium.

ular valves

tracolimus and deflazacort) and antibiotics for a further 2 weeks.
One year later, the patient remains asymptomatic.

DISCUSSION

Despite the advances in antibiotic treatment, endocarditis con-
tinues to produce high rates of morbidity and mortality, particu-
larly in the presence of aggressive micro-organisms and extensive
destruction of endocardial structures. The surgical management
of active infectious endocarditis, together with intensive antibiotic

treatment, has yielded satisfactory results in many studies [1]
Approximately 40-50% of all cases of infective endocarditis
require surgical treatment [1]. The most frequent surgical indica-
tions are heart failure, large vegetations, multiple systemic embo-
lisms, myocardial abscesses and persistent sepsis [2, 3].

Surgical mortality in patients with active endocarditis is 6-25%,
with a long-term survival rate of approximately 80% [1]. Prosthetic
valve replacement is the most common surgical procedure;
however, the use of cryopreserved homografts is the best option
in patients with prosthetic endocarditis [2], as well as in cases of
periannular abscesses with extensive involvement and annular de-
struction requiring ventricular-aortic reconstruction [3] The recur-
rence rate of infection in patients subjected to aortic homograft
surgery is low (3.8-6.8%) [2]

In some cases, such as that of our patient, the infection can be
highly aggressive, with extensive destruction and involvement of
multiple valves. Surgery in these cases presents major technical
difficulties and multiple complications, mainly as a result of the re-
currence of endocardial infection. Although there have been iso-
lated reports of successful ‘conventional’ surgical treatments [3],
these are associated with high risk and high rates of recurring
endocarditis.

Following the failure of the first operation, it was considered that
repeating multiple valvular surgery was not possible in this patient
and was unlikely to prove effective in elimination of the septic
focus, due to the large extent of infected endocardial tissue.
Although the existence of active infection theoretically constitutes a
contraindication to heart transplantation, the latter may be a valid
option in certain cases characterized by extensive endocarditis.
Heart transplantation is effective in fully eradicating the infectious
focus, avoiding the use of complex surgical techniques and prevent-
ing the irremediable spread of the endocardial infection and sepsis.

When associated with aggresive specific antibiotic treatment
and decrease of inmunosuppresion in inmediate postoperative
period, transplantation can offer acceptable results in many cases
superior to those afforded by any other management option,
once an evolution of the disease similiar to our case has been
reached [4, 5], even though it involves patients with ‘chronic’ pros-
thetic endocarditis with recurrent leakage, in which transplant-
ation was mainly indicated due to congestive heart failure, in the
absence of severe sepsis. Only in our case has the indication es-
sentially been due to uncontrolled sepsis secondary to extensive
endocardial destruction caused by aggressive micro-organisms in
a young man, and the emergency heart transplantation was
regarded as the only management option, despite its theoretical
contraindication in such patients.

Heart transplantation in such circumstances may have ethical
implications, given the theoretically limited possibilities of
success, the contraindication of the technique in patients with
active systemic infectious processes, and the high mortality rate
among individuals who are waiting to receive an organ, given the
scarcity of donors. These factors make it necessary to judge care-
fully whether to use organs in patients where transplantation has
questionable indications or is potentially contraindicated.

The present case shows that in experienced centres, active in-
fection might not be an absolute contraindication to heart trans-
plantation. The intervening healthcare professionals and official
organ transplant organizations must evaluate the true possibilities
of success on an individualized basis in those patients for whom
trar may be cor d questionable or unsuitable.

Conflict of interest: none declared.
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encomparaciéncon el resto. Asimismo, la disfuncién cardiaca preo-
peratoria aislada asocié a menor tasa de eventos cardiovasculares
postoperatorios (9,1%) de los 4 sistemas analizados. De hecho, la
disfuncién cardiaca dejé de ser un factor predictivo independiente
de mortalidad tras ajustar con la edad, la esternotomia previa, el
indice de masa corporal, el sexo, la raza blanca, la diabetes, la coro-
nariopatia asociada y la cirugia urgente.

Los autores destacan que los efectos deletéreos asociados a la
presencia de una o varias disfunciones organicas preoperatorias se
manifestaron fundamentalmente a partir de los 3 afios de segui-
miento. La peor combinacién de disfunciones organicas especificas
fue la renal y cardiaca, con una hazard ratio ajustada de 5.395.
Sin embargo, de acuerdo con los datos de las disfunciones indi-
viduales, es mas probable que la combinacién mas deletérea sea
la disfuncién renal y pulmonar, aunque en este estudio no resulté
estadisticamente significativa, ya que solo 3 pacientes presentaron
esta asociacion.

Resultados similares han sido previamente descritos por otros
autores. En una revision sistemdtica sobre la mortalidad postopera-
toria en la sustitucién valvular aértica, Tjang et al.? encontraron una
clara evidencia cientifica de que la cirugia emergente incrementa
la mortalidad postoperatoria precoz, mientras que la mortalidad
tardia aumenta con la edad yla presenciade fibrilacién auricular. De
forma andloga, dentro del grupo de pacientes octogenarios y repor-
tando una mortalidad precoz del 9%, Melby et al.® sefialaron como
factores independientes de mortalidad la insuficiencia renal, el ACV
postoperatorio con secuelas y la necesidad intra/postoperatoria de
balén aértico de contrapulsacién.

En 2012, Ranucci et al.# publicaron un estudio con 979 pacientes
sometidos a sustitucién valvular aértica aislada en el que encontra-
ron que el tiempo de pinzamiento aértico era un factor predictor
independiente de morbilidad cardiovascular severa postoperatoria,
con un incremento del riesgo de 1,4% por minuto. En dicho estu-
dio los autores concluyeron ademas que el subgrupo de pacientes
que potencialmente mas se puede beneficiar de una reduccién del
tiempo de pinzamiento adrtico son los pacientes = 80 afos, los

pacientes con insuficiencia renal crénica con creatinina > 2 mg/dl,
los pacientes diabéticos y aquellos con una fraccién de eyeccién
= 40%. Todos estos pacientes potencialmente podrian beneficiarse
mads de abordajes menos invasivos y/o tiempos mds cortos de pin-
zamiento aértico.

Los resultados de este estudio de Thourani et al. reafirman la
importancia de identificar correctamente las comorbilidades preo-
peratorias de los pacientes antes de indicar la cirugia de sustitucién
valvular adrtica y seleccionar el tipo de estrategia terapéutica.
La presencia de disfunciones organicas preoperatorias especificas,
destacando la afeccién renal y pulmonar, asocia una mayor mor-
bimortalidad postoperatoria, especialmente cuando se produce un
efecto sumatorio de distintas afecciones. En esta poblacién de alto
riesgo quirdrgico, especialmente cuando se asocia una edad avan-
zada, opciones terapéuticas menos invasivas, como el recambio
valvular transcatéter o el empleo de prétesis sutureless, pueden
resultar especialmente atractivas.
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Unidos: tomadeo de la Base de datos de 1991 a 2007 de Cirugia
Cardiaca del Adulto de la Sociedad de Cirujanos Toricicos

Long-term survival after aortic valve replacement among
high-risk elderly patients in the United States: insights from the
Society of Thoracic Surgeons Adult Cardiac Surgery Database,
1991 to 2007

Brennan JM, Edwards FH, Zhao Y, O'Brien SM, Douglas PS,
Peterson ED. Long-term survival after aortic valve replacement
among high-risk elderly patients in the United States: insights
from the Society of Thoracic Surgeons Adult Cardiac Surgery
Database, 1991 to 2007 Circulation. 2012;126:1621-9.

Objetivo: El reemplazo quirtirgico de la valvula aértica continda
siendo el tratamiento estindar para la enfermedad de la valvula
abrtica sintomatica operable; sin embargo, hasta el momento no
hay suficientes datos en Estados Unidos sobre los resultados alargo
plazo después del reemplazo de valvula aértica en las personas
mayores.

Métodos y resultados: Se ha estudiado la supervivencia a largo
plazo de 145. 911 pacientes = 65 afios de edad sometidos a susti-
tucién de valvula aértica en 1.026 centros, obtenidos de la base
de datos de cirugia cardiaca en adultos de la Sociedad de Cirugia
Toracica de 1991 a 2007. Las complicaciones intrahospitalarias y la
supervivencia a largo plazo fueron estratificadas por edad, riesgo
perioperatorio de mortalidad y comorbilidades segiin la Sociedad
de Cirujanos Tordcicos. La edad media de los pacientes fue de
76 afios; el 16% tenian enfermedad pulmonar crénica; el 6%, insufi-
ciencia renal preoperatoria; el 38%, insuficiencia cardiaca, y el 12%,
cirugia cardiaca previa. La media de supervivencia en pacientes de
65 a 69, 70 a 79 y =80afios de edad sometidos a sustitucién
de vélvula aértica aislada fue de 13, 9 y 6afios, respectivamente.
Para sustitucién de valvula adrtica asociada a procedimientos de
revascularizacién miocardica la supervivencia media fue de 10, 8 y
6 aiios, respectivamente. Sin embargo, solo en el 5% de los pacien-
tes con sustitucién de valvula adrtica aislada que tenian, segin la
Sociedad de Cirujanos Tordcicos, un riesgo perioperatorio alto de
mortalidad (= 10%), la supervivencia media fue de 2,5 a 2,7 afios.
La enfermedad pulmonar grave y la insuficiencia renal fueron aso-
ciadas cada una con una reduccién de =50% en la supervivencia
media entre todos los grupos de edad en comparacién con aque-
llos que no tenian estas comorbilidades, mientras que ladisfuncién
ventricular izquierda y la cirugia cardiaca previa se asociaron con
una reduccién del 25% en la supervivencia media.
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Conclusion: La supervivencia a largo plazo después de
sustitucion de valvula adrtica quiridrgica en los ancianos es exce-
lente; sin embargo, la mortalidad de los pacientes con un alto
riesgo perioperatorio, segiin la Sociedad de Cirujanos Tordci-
cos, y con ciertas comorbilidades es de peor prondstico a largo
plazo.

Comentario

El aumento de la esperanza de vida de la poblacién ha llevado
aque un nimero creciente de pacientes de edad avanzada presen-
ten enfermedad valvular aértica sintomatica, con malos resultados
en los pacientes sin tratamiento, en términos de supervivencia
y calidad de vida'. En contraste, con la supervivencia después
de la sustitucién de valvula adrtica quirtirgica aislada o asociada
con revascularizacion coronaria en los ancianos es excelente?, y
actualmente muchos estudios avalan los buenos resultados perio-
peratorios y a largo plazo'3#,

Las valvulas transcatéter aparecen como alternativa para
pacientes inoperables, y aunque no existen series con seguimiento
prolongado, sus resultados son superiores al tratamiento médico y
similares a los de cirugia en pacientes de alto riesgo'; sin embargo,
es muy importante la adecuada seleccién de pacientes y la valora-
cién por un equipo multidisciplinar (cirujano y cardiélogo).

La magnitud de la muestra analizada, asi como la calidad del
andlisis, da al estudio una gran importancia. Ademas, la catego-
rizacién de pacientes es muy completa, y la agrupacion de los
€asos en grupos numerosos por tipos de intervencion, rangos de
edad y patologia concomitante da a las conclusiones del estu-
dio la imparcialidad de interpretaciones que analizan subgrupos
menores.

Laestancia postoperatoria es sorprendentemente baja (entre 6 y
10dias) en funcién de los subgrupos de pacientes, con reingresos en
30dias tras el alta (previsiblemente urgentes y relacionados con la
intervencién realizada) entre el 9,7 y el 11,7%. Estas cifras son muy
estimables, pues suponen que, a pesar de tratarse de un grupo de
pacientes con importantes comorbilidades, se ha conseguido una
evolucién exitosa y con una importante disminucion de recursos
hospitalarios comparados con otros sistemas de salud, donde se
obtienen cifras de estancia hospitalaria sensiblemente mas altas.
Ello, ademds, supone con bastante certeza la inexistencia de ingre-
sos hospitalarios prequirtirgicos y estancias sumamente cortas en
unidades de postoperatorio inmediato (no se menciona ese dato),
lo cual tiene gran impacto en las complicaciones postoperato-
rias, fundamentalmente en infecciones respiratorias e infecciones
generales, con gran repercusion en los resultados clinicos fina-
les.

Las readmisiones en 30 dias deben considerarse un tanto eleva-
das, aunque habria que depurar el dato, en el sentido de conocer
cuantos de estos reingresos fueron urgentes y debidos al conjunto

de diagnosticos directamente relacionados con la intervencién rea-
lizada a los pacientes. Seria de relevancia, puesto que se analiza
la calidad asistencial, excluir los reingresos programados, los de
unidades de dia o los debidos a contingencias no directamente rela-
cionadas con la intervencion realizada, frecuentes por otra parte en
estos rangos de edad y de comorbilidad.

Los resultados a largo plazo, en funcion de edad, tipo de inter-
venciones realizadas y factores de comorbilidad, confirman las
series publicadas®* y tienen el gran valor de acreditarse en una
serie tan numerosa de pacientes, procedentes de un gran nimero
de centros, por lo que parece mas fruto de toda una filosofia asis-
tencial y de gestion clinica que del proceder de una institucién o un
drea asistencial de una comunidad concreta.

Numerosos estudios sugieren que, en los pacientes sometidos
a sustitucion de valvula adrtica aislada, el EuroSCORE altamente
sobreestima la mortalidad, mientras que la puntuacién de la Society
of Thoracic Surgeons (STS) parece ser mas adecuada para evaluar la
mortalidad perioperatoria en estos pacientes>.

A la vista de los resultados y del andlisis de esta publicacién,
la edad avanzada no es un factor de riesgo de mortalidad en los
pacientes sometidos a sustitucion valvular adrtica aislada, y com-
binado con CABG, este procedimiento continta siendo la terapia de
eleccion en términos de resultados clinicos, seguridad de pacientes
y costes sanitarios. Asi pues, a la luz de los conocimientos actua-
les, Ginicamente en casos seleccionados deben contemplarse otras
alternativas.
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Anexo 7. Premios de estudios realizados durante estudio de Doctorado
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“Inflammation and endothelial damage in coronary surgery”.
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