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1. Resumen

La circulacion extracorpérea a permitido el nacimiento y desarrollo de la
cirugia cardiaca, sin embargo durante ésta, se reproduce un modelo clinico de
isquemia-reperfusion. La isquemia miocardica, se asocia a un explosivo aumento
en la produccién de especies reactivas de oxigeno, las cuales son liberadas de
manera violenta y masiva durante la reperfusién. Este fenémeno ha sido
ampliamente vinculado a la patogénesis de multiples enfermedades vy
complicaciones postoperatorias. La fibrilacion auricular es la arritmia cardiaca de
mayor incidencia en la poblacién adulta, asociada a un riesgo independiente de
morbilidad y mortalidad neuroldgica. La fibrilacion auricular postoperatoria (FAPO),
asi mismo, es la complicaciéon mas frecuentemente asociada a la cirugia cardiaca
con circulaciéon extracorpérea, aumentando considerablemente los tiempos y
costos de hospitalizacion de estos pacientes. Una vez gatillada la arritmia, existe
un alto riesgo de su perpetuacion y necesidad de tratamiento farmacoldgico
permanente. Para su prevencion se han intentado multiples esquemas
terapéuticos, con resultados subdptimos. Existe creciente evidencia del papel que
puede cumplir el estrés oxidativo en el mecanismo de produccion y perpetuacion
de la fibrilacion auricular. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha caracterizado
debidamente la actividad del sistema de defensa antioxidante ni su eventual papel
protector contra la injuria oxidativa en este contexto clinico. Asi tampoco ha sido
caracterizada debidamente la participacion de este sistema en modelos de pre-

acondicionamiento cardiaco no hipdxico.



En la presente tesis, se analizd un nuevo modelo de pre-
acondicionamiento no hipoxico para la prevencion de la FAPO, basado en la
potenciacion de mecanismos antioxidantes. En este modelo, el estimulo pre-
acondicionante estaria dado por el establecimiento de un estrés oxidativo
suficiente para la induccion de mecanismos antioxidantes, secundario a la
suplementacién con acidos de cadena larga poliinsaturados omega 3 (PUFA n-3).
Una vez establecido el pre-acondicionamiento, se dio un segundo paso de
reforzamiento de la defensa antioxidante mediante el aporte de vitamina C vy
vitamina E, para alcanzar proteccion maxima durante la reperfusion. El objetivo
principal de esta tesis fue comprobar que la suplementacion preoperatoria con
PUFA n-3, seguida de las vitaminas C y E, es efectiva en disminuir la ocurrencia
de FAPO en la poblaciéon estudiada, por medio de la potenciacién de la defensa
antioxidante sistémica. Para probar la hipétesis se realizé un estudio prospectivo,
placebo-controlado, randomizado, doble ciego, en pacientes basalmente en ritmo
sinusal, que fueron sometidos a cirugia cardiaca con circulacion extracorpérea en
los hospitales Clinico de la Universidad de Chile y San Juan de Dios entre julio de
2007 y mayo de 2009. Se administraron PUFA n-3 desde el séptimo dia
preoperatorio, a lo cual se agregaron vitaminas C y E dos dias antes de la cirugia.
El tratamiento completo se mantuvo hasta el alta. Se analizaron muestras de
sangre seriadas obtenidas durante el protocolo y muestras de tejido miocardico
obtenido durante la cirugia para determinaciones del potencial antioxidante
sistémico.

Se espera de esta manera contribuir a la prevencion de una enfermedad

de alta prevalencia y morbilidad asociada, que agrega a los costos y prolonga la



hospitalizacion de estos pacientes. Esto se realizaria por medio de una
intervencion segura, facil administracion y de bajo costo. Asi mismo, se pretende
aportar a la caracterizacion de un nuevo modelo de pre-acondicionamiento no
hipéxico y su rol protector frente a una enfermedad que estaria fuertemente

vinculada en su patogénesis y perpetuacion al estrés oxidativo.



2. Abstract

Extracorporeal circulation has permitted the born and development of
cardiac surgery however, during these procedures a clinical model of ischemia-
reperfusion is reproduced. Miocardial ischemia is associated to an explosive
augment in the production of reactive oxygen species. These are liberated in a
violent and massive manner during reperfusion. This phenomenon has been widely
associated to the pathogenesis of several diseases and postoperative
complications. Atrial fibrillation is also the most prevalent cardiac arrhythmia
among adult population. It has been determined as an independent risk of
neurological morbidity and mortality. Postoperative atrial fibrillation is the most
frequent complication of cardiac surgery with extracorporeal circulation,
considerably increasing the time and cost of hospitalization of these patients. Once
the arrhythmia has been triggered, there is a high risk of perpetuation and need for
permanent pharmacological treatment. Several strategies for the prevention of this
problem have been tested with suboptimal results. There is growing evidence
regarding the role of oxidative stress in the mechanisms of establishment and
perpetuation of atrial fibrillation. However, up to date, the activity of the antioxidant
defense system and eventual protective effect against oxidative injury in this
clinical setting has not been properly characterized. The participation of the
antioxidant system in models of non-hypoxic preconditioning has not been well
characterized either.

In this thesis, will test a novel strategy of non-hypoxic preconditioning for

the prevention of postoperative atrial fibrillation, based in the potentiation of
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antioxidant mechanisms. In this model, the preconditioning stimuli was given by the
establishment of oxidative stress, sufficient for the induction of antioxidant
mechanisms, secondary to the supplementation with long-chain polyunsaturated
omega 3 fatty acids (PUFA n-3). Once the preconditioning event was established,
a second step of antioxidant reinforcement was given through the supplementation
with vitamin C and vitamin E, to achieve maximum protection during reperfusion.
The primary objective of this thesis was to corroborate that the supplementation
with PUFA n-3, followed by vitamins C and E, is effective in diminishing the
occurrence of postoperative atrial fibrillation in the studied population, secondary to
a potentiation of the antioxidant defense system. To test the hypothesis, a
prospective, placebo-controlled, randomized, double blind clinical trial took place
among patients, in basal sinus rhythm, submitted to cardiac surgery with
extracorporeal circulation at Universidad de Chile Clinical and San Juan de Dios
hospitals between July 2007 and May 2009. The PUFA n-3 were administered
beginning 7 days before surgery. Vitamins C and E were added 2 days before
surgery. The complete treatment was maintained until discharge. Seriated blood
drawn throughout the protocol and myocardial tissue samples obtained during
surgery were used for systemic antioxidant potential determinations.

Hopefully this work will contribute to the prevention of a highly prevalent
disease with relevant associated morbidity that increases the costs and prolongs
the hospitalization of these patients. This would be achieved through a safe, easily
administered, low-cost intervention. On the same basis, this work should further

contribute to the characterization of a new model of non-hypoxic preconditioning
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and its protective role against a disease tightly linked in its pathogenesis and

perpetuation to oxidative stress.
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3. Introduccion

En condiciones fisiologicas, se produce en el miocardio un balance
entre la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), provenientes del
metabolismo normal y los mecanismos de defensa antioxidante. Sin embargo, ya
sea por un aumento en la produccion de ERO o por una disminucion efectiva de la
defensa antioxidante, puede producirse un desbalance que se conoce como estrés
oxidativo. Este, dependiendo de su magnitud, puede tener distintas implicancias
en la fisiologia de la célula (Valko et al., 2007). Bajo condiciones de estrés
oxidativo masivo, como las producidas durante mecanismos de isquemia y
reperfusion al ser sobrepasada ampliamente la defensa antioxidante puede
producirse gran dafo celular. En el miocardio, esto se traduciria en dafo
considerable a estructuras subcelulares y de sobrepasar la noxa un “punto sin
retorno,” en muerte celular por distintos mecanismos. Esto lleva a las multiples
complicaciones clinicas asociadas al fendmeno de isquemia y reperfusion. (Murry

et al., 1986; Becker, 2004; Rodrigo, Castillo et al., 2007).

Existen sin embargo condiciones bajo las cuales el estrés oxidativo
puede mediar un efecto cardioprotector. El concepto de pre-acondicionamiento
miocardico isquémico nace de la observacion que, episodios de isquemia breve,
otorgarian un efecto cardioprotector frente a una segunda isquemia mas
prolongada. (Murry et al., 1986). Con posteriorioridad se ha visto que la induccién
de cardioproteccion por pre-acondicionamiento isquémico, es dependiente de la

produccion de ERO, siendo abolida por la presencia de antioxidantes durante el
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periodo de isquemia-reperfusion (Vanden Hoek et a./, 1998). Tras estas
observaciones, se han intentado multiples modelos, tanto hipéxicos como no
hipoxicos, de pre-acondicionamiento miocardico, para distintas aplicaciones
clinicas con efectividad variable (Yogaratnam et al., 2006; Koranztopoulos et al.,
2007; Domenech et al.,, 2007). Debido a las importantes limitaciones de la
aplicabilidad clinica de los modelos hipdxicos de pre-acondicionamiento, en el
presente estudio proponemos un nuevo modelo cardioprotector, basado en el
reforzamiento de la defensa antioxidante sistémica. Este se fundamenta en el
establecimiento de un pre-acondicionamiento miocardico no hipdxico, asociado a
un posterior reforzamiento por medio de la suplementacion con antioxidantes
exdgenos. De esta forma se espera prevenir la incidencia de fibrilacién auricular
postoperatoria (FAPQO), complicacion en directa relacion con el estrés oxidativo al
que son sometidos los pacientes durante la cirugia cardiaca con circulacion

extracorpérea (CEC).

3.1 El problema y sus dimensiones

En Chile, las enfermedades cardiovasculares son la principal fuente de
mortalidad tanto en hombres como mujeres. El afio 2003, el 28.4% de las 83,672
defunciones registradas fueron atribuibles a causas cardiovasculares.
Consecuentemente, un 55% de la poblacién mayor de 15 afios en Chile presenta
riesgo cardiovascular alto o muy alto por lo cual, muchos de ellos requeriran de

cirugia cardiaca en algun momento de sus vidas. (Solimano et al., 2007).
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La fibrilacién auricular es la arritmia cardiaca sostenida mas frecuente
en la poblacion adulta, incluso en ausencia de cardiopatia estructural (Morrillo et
a.l, 1995; da Cunha et al., 2007). Se asocia a mayor riesgo de accidente vascular
encefalico y es un predictor independiente de mortalidad (Morillo et al., 1995). Se
caracteriza electrocardiograficamente por la presencia de ondas fibrilatorias
rapidas e irregulares que varian en tamafo, morfologia y temporalidad. Estos
hallazgos generalmente se correlacionan con una respuesta ventricular irregular
(Falk et al., 2001). La fibrilacién auricular postoperatoria, se define como la
incidencia de esta arritmia, evidenciada de manera electrocardiografica, en
pacientes recientemente sometidos a cirugia cardiaca (Ramlawi et al., 2007). La
FAPO es la complicacién mas frecuentemente asociada a pacientes sometidos a
cirugia de revascularizacion miocardica (CRM) y otros procedimientos quirurgicos
realizados con CEC (Rodrigo et al., 2008; Rodrigo et al., 2009; Aranki et al 1996;
Calé et al., 2005; Lamm et al., 2005). Se presenta con mayor frecuencia entre el
segundo y cuarto dia postoperatorio en un 30 a 40% de los pacientes sometidos a
CRM (Wu et al., 2003) y hasta un 64% de los pacientes que enfrentan intervencién
quirurgica por patologia valvular (Hogue et al., 2000). Entre los principales factores
de riesgo para desarrollar FAPO se encuentra el antecedente previo de FA, edad
mayor a 70 afios, sexo masculino, cardioproteccion insuficiente durante la cirugia,
uso de CEC, hipertension arterial créonica (HTA), duracién de onda P en ECG
basal (i.e.: tamafo auricula izquierda), suspension preoperatoria de beta-
bloqueadores, disfuncion sistdlica de VI y oclusion de ACD. (Aranki et al., 1996). Si
bien la FAPO no es la complicacidn mas compleja ni cara de tratar, al ser la mas

frecuente, se traduce en mayores costos, al asociarse a mayor tiempo de
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hospitalizacién, (Aranki et al., 1996; Hogue et al., 2000) morbilidad neuroldgica y
necesidad de terapia antiarritmica y anticoagulante. (Villareal et al., 2004). Se han
intentado desarrollar multiples intervenciones terapéuticas con resultados
suboéptimos, con lo que la incidencia de FAPO, practicamente no se ha modificado

(Hohnloser, 1998).

3.2 Mecanismos del dafio miocardico por isquemia-reperfusion

En pacientes sometidos a cirugia cardiaca con CEC se reproduce un
modelo clinico de estrés oxidativo por isquemia y reperfusion (Rodrigo et al.,
2007). Durante el periodo de isquemia, se produce un aumento en la produccion
de ERO, probablemente de origen mitocondrial, NADPH oxidasa, oxido nitrico
sintasa (NOS), xantino oxidasa (XO) polimorfonucleares neutrofilos y otras fuentes
celulares aun no claramente identificadas. Se piensa que al restablecer la
perfusién, la liberacién masiva de las ERO producidas durante la hipoxia, puede
llevar a gran dafo tisular de los érganos reperfundidos (Yellon et al., 2007;
Ferdinandy et a./, 2007). Durante la isquemia, la disminucién de la PO, y sustrato
metabdlico llevan a una disminucion en la produccion de ATP lo que se traduce en
aumento del Ca*? intracelular y funcién disminuida de la bomba Na*/K* ATPasa. El
aumento de lactato, H" y P; por la isquemia conducen a hipercontractura del
cardiomiocito, activacién de proteasas e injuria osmotica. Esto produce dano
celular, que dependiendo de su magnitud, puede conducir a necrosis Yy/o
activacién de vias pro-apoptoticas. (Yellon et al., 2007; Ferdinandy et al., 2007).

Sin embargo por otro lado y dependiendo de su magnitud, las ERO también
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pueden actuar como mediadores o mensajeros intracelulares, activando factores
transcripcionales sensibles al estado redox que conduzcan a una activacion de la
expresion de genes proinflamatorios, lo que aumenta y perpetua el estrés celular.
(Kawano et al., 2006; Issac et al., 2007). No esta muy claro qué es lo que ocurre
durante la reperfusion. Se piensa que produce una subita y violenta liberacion de
ERO desde las diversas fuentes comentadas. Esto se relacionaria a un mayor
aumento del Ca*? intracelular e injuria osmética, resultando en activacion de la via
apoptética intrinseca, via ,PTP y necrosis, respectivamente. La muerte celular por
distintas vias lleva a remodelamiento cardiaco, en el cual, tejido miocardico normal

es reemplazado por tejido fibrotico (Yellon et al., 2007; Ferdinandy et al., 2007).

3.3 Patogénesis de la fibrilacion auricular

La patogenia de la FA, sigue siendo un tema sélo parcialmente
comprendido. Clasicamente se explica la generacidbn de la arritmia como
precipitada por una enfermedad subyacente del tejido auricular, generalmente
fibrosis o inflamacion. Existiria luego una segunda noxa que actuaria como
gatillante de la enfermedad (Falk et al, 2001). Entre los multiples factores
condicionantes en el desarrollo de la FAPO se encontrarian el aumento del tono
simpatico en el periodo postquirdrgico, inflamacion pericardica, presencia de
fibrosis previa y dilatacién auricular. (Falk et al., 2001; Amar et al., 2003;
Olshansky et al.,, 2005). En condiciones de fibrosis e inflamacion, existirian
alteraciones en la conduccion auricular favoreciendo la generacion de arritmias.

En este tejido se pueden producir multiples focos de reentrada, los que al
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descargar asincronicamente hacen fibrilar a la auricula. (Falk et al., 2001; Jensen
et al., 2004; Jalife et al., 2003). Otro mecanismo descrito para la generacion de FA
es por alteraciones de células automaticas ubicadas en venas pulmonares. Estas
células, podrian aumentar su frecuencia de descarga, generando taquicardia
auricular rapida, desencadenando fibrilacion auricular izquierda. (Fynn et al., 2004;
Chen et al., 2006). Durante la FA pueden producirse procesos de remodelacion
eléctrica, secundario a cambios en la expresion de genes que codifican para
subunidades de canales de Ca*? tipo-L y canales de K* (Brundel et al., 2002).
Estudios histopatolégicos han podido demostrar que se induce un aumento del
tejido fibroso auricular. Esta fibrosis, hace mas susceptible a la auricula a fibrilar
bajo condiciones de estrés (Adler et al., 2003; Goette et al., 2004). El desarrollo de
FA lleva a cambios eléctricos y estructurales en la auricula por un proceso que ha
sido acuinado como remodelamiento. Estos cambios explican que en presencia de
cardiopatia estructural, se favorezcan las condiciones para la generacion y
perpetuacion de FA (Issac et al., 2007). Actualmente se le atribuye un importante
papel a la inflamacion en la generacion y perpetuacion de FA, secundaria al estrés
oxidativo que sufren los pacientes sometidos a cirugia cardiaca. Los pacientes que
desarrollan FAPO presentan un mayor estrés oxidativo agudo, lo cual se traduce
en mayor oxidacion miocardica. Bajo esta premisa, actualmente se realizan
estudios clinicos para demostrar el papel de algunos agentes farmacolégicos en la
prevencion de FA, basado en los efectos antioxidantes de estatinas, [ECA y ARAII

(Issac et al., 2007).
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3.4 El rol de la defensa antioxidante

En condiciones de hipoxemia, existiria un aumento en la produccion de
superoxido. Por accidn de superodxido dismutasa, el superdoxido es reducido a
peroxido, el cual aumenta de manera importante en isquemia, al verse
sobrepasadas las enzimas glutatién peroxidasa y catalasa. Durante la reperfusion
se produciria gran liberacion de peroxido de hidrégeno, el cual reaccionaria en el
citoplasma con cationes organicos como Fe*? por reaccién de Fenton para
producir radical hidroxilo. Una vez producida esta ERO altamente reactiva, el dano
celular es inevitable, ya sea a través de peroxidacion lipidica, denaturacion
proteica y/o dafio al DNA (Becker, 2004). Para la defensa contra el estrés
oxidativo, tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas, la célula cuenta con
mecanismos de defensa antioxidante, que se pueden dividir con fines

esquematicos en enzimaticos y no enzimaticos.

3.5 Mecanismos antioxidantes enzimaticos

Las enzimas antioxidantes catalasa, superéxido dismutasa y glutation
peroxidasas (GSH-Px) constituyen la primera linea de defensa contra las ERO
producidas en el miocardio tanto en condiciones normales como en estados
patoldégicos. La actividad de estas enzimas estaria condicionando la
susceptibilidad de este tejido frente al efecto deletéreo de las ERO. Sin embargo,
el papel de estos mecanismos antioxidantes en la generacién de FAPO aun no ha

sido debidamente dilucidado.
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3.6 Mecanismos antioxidantes no-enzimaticos

Ha sido descrito con anterioridad que pacientes sometidos a cirugia
cardiaca presentan durante el procedimiento quirurgico una elevacion de
productos de lipoperoxidacion en plasma y disminucién de los niveles de glutation
cardiaco durante la cirugia, lo que seria secundario a un aumento del estrés
oxidativo (de Vecchi et al., 1998). Sin embargo, no se ha correlacionado la
totalidad de los parametros responsables del potencial antioxidante con el riesgo

de FAPO.

3.7 Un nuevo modelo de pre-acondicionamiento no hipoxico

A pesar de la alta eficacia de los modelos de pre-acondicionamiento
hipdéxico, éstos no se han podido aplicar con seguridad en pacientes humanos. A
raiz de ésto, se han buscado nuevas maneras de inducir proteccion miocardica de
multiples maneras para distintas aplicaciones clinicas donde se reproducen

modelos de IR.

3.8 Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3

Existe suficiente evidencia epidemiolégica para sustentar la disminucion
de mortalidad por diversas causas cardiovasculares asociadas al consumo de
acidos grasos poliinsaturados omega-3 (PUFA n-3) (Tziomalos et al., 2007).

Debido a esto, la recomendacion actual de la American Heart Association (AHA),
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es de promover el consumo de PUFA tanto en prevencion primaria como
secundaria de enfermedades cardiovasculares (London et al., 2007). Existe
también importante evidencia experimental, observacional y obtenida por medio de
estudios clinicos que demuestran que el consumo de PUFA disminuye la
incidencia de arritmias ventriculares fatales y existe gran expectaciéon sobre el
posible beneficio que estos compuestos pudieran tener en la prevencion de
arritmias supraventriculares (London et al., 2007). En el Diet and Reinfarction Trial
(DART), primer estudio clinico sobre el rol de los PUFA n-3 en prevencion
cardiovascular secundaria, demostré una reduccién de un 29% de la mortalidad
entre 1015 hombres con infarto al miocardio (IM) reciente. Un grupo de pacientes
fue asignado al azar a dos porciones semanales de pescado oleoso, para ser
comparados con igual numero de controles (Burr et al., 1989). Posteriormente, el
Gruppo Italiano per lo Studio della Sopravvivenza nell'Infarto Miocardico (GISSI-
Prevenzione) recluto en estudio clinico a 11,324 pacientes con IM reciente para
recibir 850mg al dia de EPA+DHA. A 3.5 afios de seguimiento la intervencién
redujo significativamente mortalidad, IM no letal y accidentes vasculares
encefalicos (AVE) en comparacién al grupo control. Estos beneficios se vieron
asociados a una reduccién de 45% de arritmias letales (Marchioli et al., 2002).
Finalmente, el Fatty Acid Antiarrhythmia Trial (FAAT) incluyd a 402 pacientes con
desfibrilador implantable, por un episodio previo de paro cardiaco. Fueron
randomizados a capsulas de 2.6 g al dia de EPA+DHS o placebo. Al momento del
analisis los suplementados presentaron un riesgo relativo de 0.62 (IC 95%: 0.32 a
0.83; p=0.006). Es decir, una reduccién del 32% de arritmias fatales (Leaf et al.,

2005).
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El mecanismo por el cual los PUFA n-3 ejercen su funcién antiarritmica
esta por aclararse. Se piensa que podria explicarse al menos en parte por la
capacidad que tienen los PUFA n-3 de modificar el estado redox intracelular.
(London et al, 2007). Existiria un aumento del estrés oxidativo inicial secundario al
consumo de PUFA n-3, basado en la teoria del aumento de la oxidabilidad de los
acidos grasos. La incorporacion de PUFA n-3 puede aumentar el indice de
insaturacion de membranas lipidicas y lipoproteinas y llevar a una mayor
lipoperoxidacion en una etapa inicial de su consumo. Esto condicionaria una
potenciacion de mecanismos antioxidantes, que explicaria la disminucion final de
los parametros de estrés oxidativo que se han observado en el consumo
prolongado de estos acidos grasos. (Nenseter et al., 1996; Mori et al., 2003). Estos

mecanismos, sin embargo permanecen aun sin caracterizar por completo.

El grupo de Caldé por primera vez utiliza un modelo clinico de
precondicionamiento no-hipéxico basado en la suplementacion con PUFA n-3.
Describe como resultado de su ensayo clinico randomizado que la suplementacion
con PUFA n-3, desde el quinto dia preoperatorio hasta el alta, disminuye en un
54,4% la incidencia de FAPO, en pacientes sometidos a cirugia cardiaca. (Calo et
al., 2005). Sin embargo, buena parte de los pacientes en este estudio, fueron
sometidos a cirugia cardiaca fuera de bomba, sin que este factor fuera
considerado al momento de analizar los datos. Esto, a pesar que existe evidencia,
que al menos en cirugia de revascularizacion miocardica, el uso de CEC es una
fuente de estrés oxidativo adicional. (Matata et al., 2000). Tampoco se considero

el rol del consumo de drogas a las que se les a atribuido propiedades
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antioxidantes como las estatinas al momento de la cirugia. Si bien aun no existe
evidencia clinica concluyente, actualmente se evalua el rol antiarritmico, atribuible
a las propiedades antioxidantes de las estatinas (Shiroshita-Takeshita et al., 2004;

Howard et al., 2008).

3.9 Vitamina C y Vitamina E

Las vitaminas antioxidantes C y E son importantes antioxidantes que actuan
a distintos niveles celulares. La vitamina C actia en los componentes
hidrosolubles, mientras que la vitamina E lo hace en lugares liposolubles, es decir
principalmente en membranas bioldgicas. Actian de manera sinérgica, ya que el
a-tocoferol al perder un electrén pasa a formar el radical a-tocoferoxilo, pudiendo
ser rescatado por el poder reductor de la vitamina C, quien actua como un donante
de electrones. (Rodrigo et al., 2009) Ademas de su mas conocida accién de
“scavanger” de ERO, también estas vitaminas antioxidantes ejercen complejas
acciones de modulacion redox en el endotelio vascular, tono de musculo liso,
inflamacion y agregaciéon plaquetaria (Newaz et al.,, 2005; Pignatelli et al., 2005;
Guney et al., 2007). Asi mismo pueden inducir regulacion hacia abajo de la enzima
NADPH oxidasa, previniendo el estrés oxidativo antes que se establezca (Ulker et

al., 2003).

El acido ascoérbico es capaz de disminuir el estrés oxidativo en los pacientes
sometidos a cirugia cardiaca. Carnes et al., describieron en modelo canino de

taquiarritmia, que la suplementacién con vitamina C endovenosa durante la
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arritmia disminuyo el remodelamiento auricular, lo que se asoci6é a un aumento de
la formacidon de peroxinitrito y disminuciéon de ascorbato tisular miocardico de
sujetos controles versus tratados con vitamina C. Posteriormente, en estudio
clinico, suplementado con una dosis de carga de 2 g de acido ascérbico el dia
previo a la cirugia, seguido de 500 mg dos veces al dia hasta el quinto dia
postoperatorio, lograron disminuir la incidencia de FAPO de un 34.9% a un 16,3%
en pacientes sometidos a CRM con CEC. (Carnes et al.,, 2001). Estos hallazgos
se contradicen con los datos de Shiroshita-Takeshita et al., quienes encontraron
una disminucion del remodelamiento en perros tratados con estatinas, lo que no
ocurrié en aquellos tratados con vitamina C. (Shiroshita-Takeshita et al., 2004).
Posteriormente, se observd en un estudio clinico que pacientes suplementados
con vitamina C, disminuyeron la recurrencia de FA de 36,3% a 4,5% al séptimo dia
de seguimiento luego de ser sometidos a cardioversion eléctrica. (Korantzopoulos
et al., 2005). Ultimamente, un nuevo ensayo clinico confirma el papel del
ascorbato en la prevencién de la FAPO en pacientes sometidos a cirugia de
revascularizacion miocardica con CEC. Los pacientes en este trabajo fueron
randomizados, al menos una semana previa a la cirugia, a tratamiento con
betabloqueadores, o betabloqueo mas ascorbarto. Este ultimo, con una dosis de
carga de 2 g la noche previa al procedimiento y 1 g al dia hasta el quinto dia
postoperatorio. La incidencia de FAPO fue de 4% en el grupo con acido ascorbico
y de 26% en el grupo que sélo recibié betabloqueo (Eslami et al., 2007). Con todo
esto, podemos afirmar un papel del acido ascorbico en la prevencion primaria de
FAPO en CRM. Sin embargo, hasta la fecha se desconoce el producto de la

interaccién con un antioxidante hidroféobico como vitamina E. En el desarrollo del
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presente trabajo esperamos ampliar el papel del ascorbato a la profilaxis de FAPO
en cirugias por otras miocardiopatias no congénitas y caracterizar la respuesta del
potencial antioxidante frente a la combinacion de ambas vitaminas y su interaccion

con los PUFA n-3.

4. Hipotesis

El pre-acondicionamiento con PUFA n-3 y posterior suplementaciéon con

vitaminas antioxidantes (C + E), disminuira la incidencia de FAPO en pacientes

sometidos a cirugia cardiaca con CEC por cardiopatias no congénitas. Este efecto

se asociara a una potenciacion de mecanismos antioxidantes sistémicos.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Obtener una caracterizacion bioquimica del potencial antioxidante sistémico de

pacientes que recibiran suplementacion con PUFA n-3 mas vitaminas

antioxidantes o placebo y determinar su relacion con el riesgo de desarrollar FAPO

luego de ser sometidos a cirugia cardiaca con CEC.
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5.2 Objetivos especificos

* Caracterizar el potencial antioxidante sistémico basal de pacientes

sometidos a cirugia cardiaca con CEC.

* Caracterizar el potencial antioxidante sistémico de pacientes sometidos
a cirugia cardiaca con CEC luego de recibir suplementacion con

esquema pre-acondicionante o placebo.

* Determinar la incidencia de FAPO en la poblacion en estudio

* Determinar la asociacion entre potencial antioxidante sistémico y el

riesgo de desarrollar FAPO.

6. Métodos

Trabajo en marcha desde de 2007, en contexto de proyecto Fondecyt n°
1070948, responsabilidad del investigador Dr. Ramoén Rodrigo Salinas. Titulo del
proyecto Fondecyt: “Prevencion de la Fibrilacion Auricular Post-operatoria:
Caracterizacion Fisiopatolégica de una Intervencion Farmacoldgica Basada en un

nuevo modelo de pre-acondicionamiento no hipoxico.”
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6.1 Disefio experimental

Ensayo clinico placebo-controlado, randomizado, doble ciego, en
pacientes sometidos a cirugia cardiaca en el Centro Cardiovascular del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile, Hospital San José y Centro Cardiovascular del
Hospital San Juan de Dios. Trabajo aprobado por los comités de ética de dichos
hospitales y por los comités de ética del Servicio de Salud Metropolitano area
norte y occidente. Aprobado también por el Comité de Etica de la investigacién en
seres humanos de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile. El estudio fue
asi mismo conducido de a acuerdo a la declaracion de Helsinki de la World

Medical Association (2000).

6.1.1 Criterios de inclusion

Fueron randomizados para recibir suplemento o placebo pacientes

previamente reclutados, con consentimiento informado firmado, previa realizacion

de ECG de reposo y que cumplieron los siguientes criterios de inclusion:

1. Edad entre 18 y 80 anos.

2. Sometidos a cirugia cardiaca por cardiopatia no congénita.

3. Ritmo sinusal al momento de la randomizacion.
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6.1.2 Criterios de exclusion

Asi mismo fueron excluidos de participar pacientes que presentaron al momento

de la randomizacion:

1. Historia previa de FA.

2. Cirugia cardiaca previa.

3. Ingesta de PUFA n-3, vitamina C o vitamina E un a menos de un mes del
momento de la randomizacion.

4. Historia de uso de drogas antiarritmicas.

5. Insuficiencia renal cronica (cretininemia > 2.0 mg/dl).

6. Insuficiencia hepatica (bilirrubinemia > 3.0 mg/dl, albuminemia < 3.5g/dl o
protrombinemia < 60% en ausencia de terapia anticoagulante oral o signos
ecograficos de dafio hepatico crdnico o presencia de varices esofagicas).

7. Embarazo.

8. Cardiopatia congénita.

9. Cirugia de urgencia

6.1.3 Protocolo de intervencion

Los pacientes randomizados al grupo de suplementacion recibieron, desde
el séptimo dia preoperatorio 2 g al dia (1g ¢/12h) de acido eicosapentaenoico
(EPA) y acido docosahexaenoico (DHA), en la relacion 1:2. Al segundo dia

preoperatorio se afnadieron 500 mg de vitamina C cada 12 horas y 400 Ul de
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vitamina E al dia, manteniéndose este tratamiento completo hasta el alta. Los
pacientes randomizados a placebo, recibieron el mismo niumero de capsulas, de
igual apariencia, pero conteniendo triglicérido caplilico/caprico (825mg por
capsula), microgranulos inertes (500mg) y aceite vegetal en vez de PUFA n-3,
vitamina C y vitamina E respectivamente (Figura 1). Todas las drogas fueron
proporcionadas por los laboratorios Procaps (Colombia) y Gynopharm CRF

(Chile).

EKG basal
Ingreso (-7) 2 Qx (0) +1 2 4 alta (+5)
& £ | QL sE_L | &
/ -
b/ J— v/~ —/
Randomizacién ; M EKG SOS

Holter

|

-PUFAn-3
(EPA/DHA 1:2)

v

1g ¢/12h
o

Placebo

« Vitamina C
(500mg c/12h)

« Vitamina E

v

(400 UV 24h)
o

Placebo s

'Q. .
§ = muestra tej|do /57 = extraccion SV
Figura 1. Esquema de protocolo de intervencion.

6.1.4 Variables clinicas a considerar

Al momento de analizar los datos, se consideraron también los

siguientes factores de riesgo y cardioprotectores, descritos con anterioridad para la
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incidencia de FAPO. (Aranki et al., 1996; Korantzopoulos et al., 2007; Naccarelli et

al., 2007, Goette et al., 2007).

e Edad
e Sexo

+ indice de masa corporal (IMC)

* Comorbilidades médicas:
- hipertensioén arterial

- Diabetes mellitus

- Dislipidemia

- Tabaquismo

* Tratamiento farmacoldgico crénico:
- Estatinas

- Betabloqueadores

- ECAy/o ARAII

- Aspirina

* Antecedentes ecocardiograficos:
- Tamafo auricular

- Disfuncion sistédlica

* Distribucién segun tipo de cirugia:

- Coronarios
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- Valvuldpatas

- Mixtos

* Tiempo de pinzamiento aértico.
* Tiempo total en CEC.

* Uso de hemoderivados:
- Gldbulos rojos

- Plasma fresco congelado (PFC)

6.1.5 Pesquisa del endpoint primario

Para la deteccion de la FAPO, los pacientes fueron mantenidos bajo
monitorizacién electrocardiografica continua durante la cirugia y en su posterior
estadia en la unidad coronaria de cuidados intensivos. Previo a su alta de dicha
unidad, se instalé un Holter-ECG, el cual se mantuvo hasta el cuarto dia
postoperatorio. Posterior al cuarto dia, se realizé un ECG de 12-derivaciones en
caso de presentar sintomatogia clasica de arritmia. Asi mismo, todo episodio
arritmico de mas de un minuto de duracion se objetivd con un ECG de 12-

derivaciones.
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6.1.6 Endpoints secundarios y técnicas utilizadas

Muestras de tejido auricular

Se obtuvieron muestras de tejido auricular de orejuela fueron
recolectadas durante la cirugia, previo a la canulacién para el establecimiento de
CEC. Las muestras de aproximadamente 10x5x5mm fueron inmediatamente
fraccionadas para las diversas técnicas y rapidamente congeladas en nitrégeno

liquido para su posterior almacenaje definitivo a -80°C.

Muestras de sangre venosa

Se obtuvieron muestras de sangre venosa (16 ml) extraidas en
Vaccutainers® con EDTA disddico (1.5 mg ml™") al momento de la randomizacién
(muestra -7), dos dia previo a la cirugia (muestra -2), durante la intervencién
quirurgica, previo a establecimiento de CEC (muestra 0), en el postoperatorio
precoz, a las 6-8 h de postoperados (muestra +1) y al quinto dia postoperatorio
(muestra +5). Las muestras fueron centrifugadas para separar el plasma y los
eritrocitos. Los eritrocitos fueron lavados con suero fisiolégico frio (3 veces),
seguido de un shock hipoténico con agua bidestilada y homogenizacion. Las
muestras de plasma y hemolizados fueron almacenados en congelador a -80°C. El
sobrenadante del hemolizado, para las técnicas de GSH/GSSG, GSH-Px y SOD

se obtuvo por ultracentrifugacién en frio a 33,000 g por 60 minutos.
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Determinaciones de laboratorio e instrumentos utilizados

Se realizd centrifugacién con equipo Heal Force® modelo Neo Furge
23R. Se cuantificd potencial antioxidante sistémico de estos pacientes por medio
de mediciones espectrofotométricas con equipo Hewlett-Packard® modelo 8452A.
Técnicas de Fluorometria llevaron acabo con equipo Bio Rad® modelo Versa
Fluor. Las determinaciones de HPLC se llevaron acabo con equipo detector de

fluorescencia Waters™ 474, con controlador Waters 600 y bomba Waters 600.

Actividad de catalasa

Se determino actividad de catalasa en tejido miocardico y eritrocito

segun técnica espectrofotométrica descrita por Aebi et al. (Aebi et al., 1974).

Actividad de glutation peroxidasa

Se determino la actividad de glutation peroxidadasa (GSHpx) en tejido

miocardico y eritrocito segun técnica espectrofotométrica descrita por Flohé vy

Gunzler (Flohe et al., 1984).
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Actividad de superoxido dismutasa

Las determinaciones de actividad de superdoxido dismutasa (SOD) en

tejido y eritrocito se llevaron acabo segun técnica descrita por Nebot et al (Nebot

et al., 1993).

Capacidad antioxidante del plasma

Fue determinada por la técnica de ferric reducing ability of plasma

(FRAP), segun técnica espectrofotométrica descrita previamente por Benzie vy

Strain (Benzie et al., 1996).

Relacion de glutation reducido-oxidado

El contenido de glutation reducido (GSH) y de glutatiéon oxidado (GSSG)

y la relacién GSH/GSSG en tejido miocardico y eritrocito se determind por técnica

fluorométrica segun ha sido descrito previamente por Hissin et al (Hissin et al.,

1976).

Niveles plasmaticos de vitamina C

Las determinaciones de la concentracion plasmatica de vitamina C se

realizaron por técnica fluorométrica (Chung et al., 2001).
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Marcadores de lipoperoxidacion

Los niveles de lipoperoxidacion en tejido miocardico y plasma, por
medicion de niveles de malondialdehido fueron determinados por la técnica de

HPLC con extraccion sin solvente organico (Young and Trimble, 1991).

6.1.7 Analisis estadistico

La descripcion estadistica de variables se encuentra expresada como
promedios + desviacién estandar (DS). El efecto del tratamiento sobre la
incidencia de FAPO sera evaluado por medio de odds ratio. El riesgo acumulativo
de ocurrencia de FAPO para cada grupo sera estimado por el método de Kaplan-
Meier. Las variables fueron sometidas a la prueba de normalidad de Kolmogorov—
Smirnov. Las diferencias entre variables continuas fueron evaluadas por medio del
test de Student. Para estudiar asociaciones entre multiples variables se aplicd un
analisis multivariado de regresién logistica (ANOVA), aplicandose posteriormente
un analisis con test estadistico ad-hoc. Para estudiar diferencias entre variables
categoricas se utilizé el test de Fisher. El andlisis de la correlaciones encontradas
se realizd de acuerdo al test de Spearman. Se consideré significancia estadistica
con un valor p<0.05. Todos los tests realizados fueron de dos colas y llevados
acabo utilizando los softwares GraphPad Prism version 5.00 for Windows,
GraphPad Software, San Diego California USA y Microsoft Excel version 2004,

ambos para MacOS X.
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7. Resultados

187
Pacientes elegibles
contactados

64 20 103
No cumplen [No pueden o no desean son
criterios de inclusion participar randomizados
1
1 1
20 83
Abandonan Incluidos
protocolo en an alisis
i I_I_I
1 1 1
13 (65%) 7 (35%) 1(5%) 4 42
Dispepsia Diarrea Codlico Placebo Suplementaci 6n
biliar

Figura 2. Diagrama de flujo de randomizacién de pacientes durante periodo julio 2007 a mayo 2009.

Variables Placebo (n=41) Suplemento (n=42) Valor p
Demograficas

Edad + DS 57.7+5.8 574+52 0.804
Sexo masculino 35 (85.4%) 36 (85.7%) 0.756
IMC £ DS 26.3+3.2 271+5.2 0.399
Comorbilidades

Hipertension arterial 27 (65.8%) 22 (52.4%) 0.266
Diabetes mellitus 15 (36.6%) 17 (40.5%) 0.823
Dislipidemia 15 (36.6%) 18 (42.9%) 0.653
Tabaqusimo 16 (39%) 19 (45.2%) 0.658
Tratamiento farmacolégico

crénico

Aspirina 23 (56.1%) 25 (59.5%) 0.826
Atorvastatina 19 (46.3%) 18 (42.9%) 0.827
Otra estatina 5(12.2%) 4 (9.5%) 0.738
iECA 23 (56.1%) 22 (52.4%) 0.827
ARAII 3(7.1%) 2 (4.8%) 0.676
Betabloquadores 10 (24.4%) 11 (26.2%) 1.000
Quirargicas e

intraoperatorias

Coronarios 20 (48.8%) 25 (59.5%) 0.382
Valvulépatas 8 (19.5%) 10 (23.8%) 0.791
Mixtos 13 (31.7%) 7 (16.7%) 0.196
Uso de CEC 41 (100%) 42 (100%) 1.000
Tiempo de Clampeo, min  94.76 + 25.24 94.75 £24.78 0.998
Tiempo en CEC, min 82.76 + 10.01 93.47 +20.66 0.012*
Tamafo auricula, cm 39.29+6.71 43.75+5.87 0.063
FEVI (%) 51.23 +18.95 52.09 + 15.66 0.875
GR 1.71+1.92 1.64 +£2.06 0.928
PFC 0.57 +1.45 0.64 + 1.36 0.896

Tabla 1. Distribucion demografica de la muestra, comorbilidades, tratamiento farmacolégico crénico y
variables quirtrgicas e intraoperatorias. IMC: Indice de masa corporal. iECA: inhibidores de enzima
convertidora de angiotensina Il. ARAIl: Bloqueadores del receptor de angiotensina Il. CEC: circulacion
extracorporea. FEVI: fraccion de eyeccion de ventriculo izquierdo. GR: glébulos rojos. PFC: plasma fresco
congelado. Expresados promedio £ DS o numero de casos. * p<0.05 en comparacion a placebo.
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FAPO (+) FAPO(-)  Total
Suplemento 5(11.9%) 37 (88.1%) 42
Placebo 17 (41.5%) 24 (58.5%) 41
Total 22 (26.5%) 61(73.5%) 83

Tabla 2. Incidencia de FAPO en la
total.

poblacion estudiada. Expresados como numero absoluto y porcentaje del

Tabla analizada

Riesgo de FAPO en suplementados 0.119
Riesgo de FAPO en placebo 0.415
Reduccion riesgo absoluto 0.296

IC (95%) 0.116 - 0.475
Riesgo relativo (Reciproco) 0.287 (3.4)
IC (95%) 0.117 - 0.706
NNT 3.4

IC (95%) 21-8.6
Valor p (Test de Fisher) 0.0028

Tabla 3. Analisis estadistico del tratamiento en la poblacion estudiada. Expresados como numeros absolutos.
IC: intervalo de confianza. NNT: numero necesario a tratar.

105+
100+
954
90+
85
80
754
704
65+

55

- #&-Placebo
= Supplemented

Patients free of Atrial Fibrillation (%)

3 4 5 8
Days after surgery

Figura 3. Grafico de Kaplan-Meier ilustra poblacion libre de fibrilacion auricular tras seguimiento en pacientes
en protocolo que recibieron placebo (linea punteada) y suplementacion (linea continua).Log-rank test=0.0034

Tissue MDA
(umoles/g of protein)

1 Placebo
[ Supplemented

-

Figura 4. Niveles de malondialdehido (MDA) determinados en tejido atrial de pacientes sometidos a protocolo,
bajo suplementacion (barras blancas) o placebo (barras grises). Muestras obtenidas al momento de la cirugia
previo a establecimiento de circulacidon extracorpérea. Resultados expresados como promedio + DS. **

p<0.005 comparado a placebo.
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Figura 5. Lipoperoxidacién determinada por niveles de malondialdehido (MDA) en plasma de pacientes
sometidos a protocolo, bajo suplementacion (barras blancas) o placebo (barras grises) al momento de la
randomizacion (dia -7), al iniciar suplementacién con vitaminas antioxidantes o placebo (dia -2), el dia de la
cirugia (dia 0), postoperatorio precoz (dia +1) y al alta (dia +5). Resultados expresados como promedio + DS.
** p<0.001 comparado a placebo; $ p<0.0001 comparado a basal; £ p<0.05 comparado a basal.
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Figura 6. Correlaciéon de Spearman entre niveles de malondialdehido (MDA) determinados en tejido atrial de
pacientes sometidos a protocolo (eje x), obtenidos durante cirugia y valores de MDA determinados en plasma
(dia 0). Ambas determinaciones previas a establecimiento de circulacion extracorpérea. Valores expresados
Resultados expresados como promedio. (r)=0.832; p<0.0001.
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Figura 7. Actividad de las enzimas catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSHpx) y superéxido dismutasa
(SOD) en tejido atrial de pacientes sometidos a protocolo, bajo suplementacién (barras blancas) o placebo
(barras grises). Muestras obtenidas al momento de la cirugia previo a establecimiento de circulacion
extracorporea. Resultados expresados como promedio + DS. *** p<0.0005 comparado a placebo.
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Figura 8. Relacion glutatién reducido/oxidado (GSH/GSSG) en tejido atrial de pacientes sometidos a
protocolo, bajo suplementacién (barras blancas) o placebo (barras grises). Muestras obtenidas al momento de
la cirugia previo a establecimiento de circulacién extracorporea. Resultados expresados como promedio + DS.
*** p<0.0005 comparado a placebo.
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Figura 9. Relacién glutation reducido/oxidado (GSH/GSSG) en eritrocito de pacientes sometidos a protocolo,
bajo suplementacién (barras blancas) o placebo (barras grises) al momento de la randomizacion (dia -7), al
iniciar suplementacion con vitaminas antioxidantes o placebo (dia -2), el dia de la cirugia (dia 0),
postoperatorio precoz (dia +1) y al alta (dia +5). Resultados expresados como promedio + DS. ** p<0.005 en
comparacion a placebo; $ p<0.0001 en comparacién a basal.
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Figura 10. Ferric reducing ability of plasma (FRAP) en pacientes sometidos a protocolo, bajo suplementacién
(barras blancas) o placebo (barras grises) al momento de la randomizacién (dia -7), al iniciar suplementacion
con vitaminas antioxidantes o placebo (dia -2), el dia de la cirugia (dia 0), postoperatorio precoz (dia +1) y al
alta (dia +5). Resultados expresados como promedio + DS. * p<0.05 comparado a placebo; $ p<0.0001
comparado a basal.
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Figura 11. Niveles plasmaticos de vitamina C en pacientes sometidos a protocolo, tras suplementacion (barras
blancas) o placebo (barras negras), al momento de la randomizacién (dia -7), al iniciar suplementacién con
vitaminas antioxidantes o placebo (dia -2), el dia de la cirugia (dia 0), postoperatorio precoz (dia +1) y al alta
(dia +5). Resultados expresados como promedio + DS. * p<0.05; **<0.005 comparado a placebo; $ p<0.0001
comparado a basal.

39



7.1 Reclutamiento y seguimiento

El periodo de reclutamiento se llevé acabo entre julio de 2007 a mayo de
2009 en los Centros de Enfermedades Cardiovasculares de los Hospitales Clinico
de la Universidad de Chile y San José. Durante este tiempo, 64 pacientes no
cumplieron los criterios de inclusion y 20 decidieron no participar por motivos
personales. Veinte pacientes debieron abandonar el tratamiento por los siguientes
efectos colaterales: 13 por dispepsia con olor a pescado (65%), 7 por diarrea
(35%) y uno por dolor abdominal por célico biliar (5%), ver figura 2. Todas las
reacciones adversas cedieron al retirar el tratamiento, sin necesidad de
intervenciones adicionales. No se presentaron complicaciones graves como
hemorragicas, infecciosas, cardiovasculares ni neuroldégicas de ningun tipo
asociadas al tratamiento, durante el tiempo de seguimiento. Finalmente, un total
de 83 pacientes randomizados (41 placebos y 42 suplementados) fueron incluidos

en el analisis.

7.2 Sobre la muestra y sus caracteristicas

La tabla 1 exhibe las caracteristicas demograficas, comorbilidades,
variables de laboratorio, tratamiento farmacoldgico crénico, variables quirurgicas e
intraoperatorias basales de la muestra en estudio. Podemos apreciar que no se
observan diferencias estadisticamente significativas de estos parametros entre los

grupos, salvo en el tiempo de CEC. Se observa una diferencia de 11.46% en esta



variable, de significancia estadistica (p=0.012). Sin embargo, el tiempo de
pinzamiento aodrtico, determinante del tiempo de isquemia miocardica, no es

distinto entre ambos grupos (p=0.998).

7.3 Endpoint primario

En la tabla 2 se observa que la incidencia de FAPO en la poblacion
estudiada fue 26.5% (22 de 83). Destaca que la incidencia de FAPO fue de 11.9%
(5 de 42) en el grupo suplementado en comparacion al 41.5% (17 de 41)
observado en el grupo el grupo placebo (RR 0.29; IC 95%: 0.12 a 0.71; p=0.0028).
En consecuencia, podemos apreciar en la tabla 3 que el numero de pacientes
necesarios a tratar (NNT) fue de 3.4 (IC 95%: 2.1 a 8.6). La figura 3 muestra un
grafico de Kaplan-Meier de la incidencia de POAF en la poblacion estudiada. La
arritmia se presento en promedio a los 2.6 + 0.8 dias del postoperatorio en el
grupo placebo y a los 2.5 = 0.6 en el grupo suplementado (p=0.73). La duracion
promedio de la FA fue de 19.9 + 15.3 h en el grupo placebo y de 11.5 + 0.8 h en
los pacientes suplementados (p=0.13). Sintomas atribuibles a FA fueron
reportados por 4 de 5 (80%) pacientes en el grupo suplementado y 10 de 17
(58.8%) en el grupo placebo (p=0.61). La arritmia se traté inicialmente con
amiodarona en 1 de 5 (20%) pacientes asignados a suplementacién y 9 de 17
(52.9%) en el grupo placebo (p=0.32). Se realizé cardioversion eléctrica en un
(20%) paciente recibiendo suplementacion (p=0.23). Hubo conversion espontanea

a ritmo sinusal sin intervencion en dos pacientes suplementados (40%) y uno



(20%) del grupo placebo (p=0.12). No hubo recurrencia de la arritmia en ningun

paciente después del primer episodio durante el periodo de seguimiento.

7.4 Endpoints secundarios

La figura 4 muestra niveles de lipoperoxidacion determinados en tejido
auricular obtenido al momento de la cirugia, previo establecimiento de circulacion
extracorpérea. Los niveles de MDA fueron 14.1% mayor en el grupo suplementado
en comparacion a placebo (p=0.0047). La figura 5 muestra lipoperoxidacion
determinada por niveles de MDA en plasma de pacientes sometidos a protocolo.
Previamente pudimos apreciar (tabla 1) que el aporte de plasma exdgeno (PFC)
fue muy escaso y sin diferencias significativas entre ambos grupos (p=0.984).
Destaca en el postoperatorio temprano, (muestra +1) un aumento del 210% en los
niveles de lipoperoxidacién del grupo placebo en comparacién a su basal
(p<0.001). El grupo suplementado en cambio, exhibe un aumento del 106% en
comparacién a su respectivo basal (p<0.001). La correlacién de Spearman entre
los niveles de lipoperoxidacion determinados en tejido auricular y plasma al
momento de la cirugia se puede apreciar en la figura 6, observandose una relacién
directa entre ambas determinaciones. (Numero de pares XY: 61; Spearman

(r)=0.83; IC 95%: 0.73 a 0.89; p<0.0001).

El potencial antioxidante intracelular, representado por la actividad
enzimatica antioxidante en tejido auricular y la relacion GSH/GSSG en tejido

auricular y eritrocito se puede apreciar en las figuras 7, 8 y 9 respectivamente. La



actividad de las enzimas antioxidantes catalasa, SOD y GSHpx, determinada por
técnica espectrofotométrica fue 90.6, 38.0 y 22.3% mayor que sus respectivos
valores en el grupo placebo (p<0.0001). En cuanto a la defensa antioxidante
enzimatica en eritrocito, no se observaron variaciones estadisticamente
significativas (datos no publicados). La defensa antioxidante intracelular no
enzimatica representada por la relacion GSH/GSSG en tejido auricular fue 16.7%
mayor en el grupo suplementado en comparacion a placebo (p=0.0006). Asi
mismo, se observa en eritrocito que luego de 5 dias de suplementacién con PUFA
n-3 (muestra -2), la relacion GSH/GSSG en los suplementados fue 37.8% menor
en comparacion a su basal (p<0.001). En el grupo placebo en cambio la caida fue
de un 16.7% en comparacion a su basal (p<0.001). Al séptimo dia de tratamiento,
tras dos dias de suplementacion con vitaminas antioxidantes, no se observan
diferencias entre las dos ramas de tratamiento (muestra 0: p>0.05). En el
postoperatorio temprano el grupo placebo exhibe una caida del 38.6% de la
relacion GSH/GSSG en comparacién a su basal (p<0.0001). En el grupo
suplementado en cambio, la caida de la relacion GSH/GSSG en el postoperatorio
temprano fue de un 17.1% en comparacién a su basal (p<0.0001). Al momento del
alta, el grupo suplementado no muestra diferencias en la relacion GSH/GSSG en
comparacién a sus valores basales, mientras que el grupo placebo muestra
niveles 8.3% menores a su basal (p<0.001). No se encontré buena correlaciéon

entre la relacion GSH/GSSG medida en tejido vs. sangre (datos no publicados).

El potencial antioxidante extracelular, representado por niveles de FRAP se

encuentra ilustrado en la figura 10. Tras 5 dias de exposicion a PUFA n-3, el grupo



suplementado muestra una caida de 20.3% con respecto a su basal (p<0.0001),
mientras que placebo no muestra diferencias con respecto a sus niveles basales
(p>0.05). Tras dos dias de suplementacion con vitaminas antioxidantes (dia 0), los
niveles de FRAP son un 14.2% superiores a su basal en el grupo suplementado,
sin que se observen diferencias significativas entre las dos ramas. En el
postoperatorio precoz, los niveles de FRAP del grupo suplementado no son
diferentes a su basal (p>0.05), mientras que el grupo placebo exhibe niveles un
14.7% menores al grupo suplementado (p<0.05). Al momento del alta, los niveles
de FRAP en los suplementados fueron un 18.9% mayores en comparacién a su
basal (p<0.0001), mientras que placebo no muestra diferencias con sus niveles

basales (p<0.05).

Los niveles de vitamina C determinados en plasma se ilustran en la figura
11. Al momento de la cirugia, tras dos dias de tratamiento con vitaminas
antioxidantes, se observa en el grupo suplementado niveles 53.8% mayores en
comparacién al basal, mientras que el grupo placebo muestra niveles 41.9%
superiores a su basal (p<0.0001). En el postoperatorio temprano se observa un
aumento del 14.9% en comparacion a niveles basales en el grupo suplementado
(p<0.0001). ElI grupo placebo, por el contrario exhibe una caida del 19.9% en
comparacién a su basal (p<0.0001). Al momento del alta los niveles de vitamina C
en el grupo suplementado fueron un 80.8% superiores a su basal, mientras que

placebo muestra niveles 39.9% mayores a su basal (p<0.0001).



8. Discusion

Este estudio prospectivo, randomizado, placebo-controlado analizé si es
que la suplementacion asociada de PUFA n-3 con las vitaminas antioxidantes C y
E, administrado en esquema pre-acondicionante, siete dias previo a cirugia
cardiaca con circulacion extracorpérea, seria exitoso en disminuir la incidencia de
FAPO en la poblacién estudiada, en comparacion a placebo. En relacion a esto, el
hallazgo mas importante de este trabajo, es que se observo una reduccion del
riesgo relativo de presentar FAPO del 71.3% atribuible a la suplementaciéon en
comparaciéon a placebo (p<0.0028). Previamente Carnes et al. administrando 2 g
de ascorbato la noche previa a la cirugia, seguido de 500mg c/12 h por cinco dias
tras la cirugia, lograron una reduccion del riesgo relativo en la incidencia de FAPO
de 53.3% en comparacion a control (Carnes et al., 2001). Adicionalmente, el grupo
de Cald demostrd, en ensayo clinico randomizado que la suplementacion con
PUFA n-3, desde el quinto dia preoperatorio hasta el alta, disminuye en un 54.4%
el riesgo relativo de FAPO en comparacion a control (Calo et al., 2005). Sin
embargo, estos hallazgos son novedosos al presentar el mayor beneficio clinico
conocido a la fecha, en disminuir la incidencia de esta altamente prevalente
complicacion postoperatoria, por medio de la combinacion de estas dos
estrategias para la potenciacion de mecanismos antioxidantes. Primero se logré
establecer un estatus pro-oxidativo por medio de la suplementaciéon con PUFA n-3
en esquema pre-acondicionante, 7 dias antes de la cirugia, con el fin de inducir la
defensa antioxidante sistémica. Posteriormente, se agrego6 el reforzamiento con

las vitaminas antioxidantes C y E, 48 hrs. previo a la cirugia con el fin de alcanzar



niveles plasmaticos protectores al momento de la injuria oxidativa, con minima

contraposicion al fendmeno pre-acondicionante previo.

En la tabla 1 podemos apreciar que los grupos son comparables y la unica
diferencia relevante entre ambos seria el recibir placebo o suplementacién. No
existen diferencias en cuanto a las variables quirurgicas, la administracion de
estatinas, betabloqueadores ni otras drogas a las cuales se les ha atribuido un
efecto antioxidante reconocido. Tampoco existen diferencias en cuanto a factores
de riesgo basales para desarrollar FA, como lo es la edad o el tamafio auricular.
Sélo se puede observar una diferencia discreta en el tiempo en bomba entre
ambos grupos. Sin embargo, el tiempo de pinzamiento aértico, determinante de la
isquemia miocardica, no es distinto entre las dos ramas (p=0.998). Se puede
observar asi también que ambos grupos evidencian niveles de potencial
antioxidante sistémico equivalentes al momento de la randomizacion. Podemos
apreciar que tras cinco dias de suplementacion con PUFA n-3 se logra establecer
un estrés oxidativo suficiente para la induccibn de mecanismos de defensa
antioxidante, de la misma manera que se ha sido descrito con anterioridad
(Nenseter et al., 1996; Mori et al., 2003). Esto fue evidenciable en una caida del
FRAP y de la relacion GSH/GSSG en sangre del grupo suplementado en
comparacién a placebo tras cinco dias de tratamiento (p<0.01). Asi mismo en
tejido, podemos apreciar una lipoperoxidacion de un 14.1% mayor de los
suplementados en comparacién a placebo (p<0.005). El establecimiento de este
estrés oxidativo seria suficiente para explicar la induccién de la enzimas

antioxidantes catalasa, GSHpx y SOD que se puede apreciar en tejido miocardico



(figura 7). Estos datos son consecuentes con hallazgos previos en modelo animal,
en los cuales se ha observado que la exposicion a PUFA n-3 produce la induccion
de las tres enzimas antioxidantes en tejido miocardico (Jahangiri et al., 2006).
Estos cambios no lograron evidenciarse en la actividad de estas mismas enzimas
medidas en eritrocito. Esto se explicaria porque estas células anucleadas,
carecerian de la capacidad de responder con sintesis proteica frente a un estrés
oxidativo como se ha descrito por medio de la estimulacion de ARE’s (antioxidant
response elements) en la region del promotor del DNA, dependiente del factor de
transcripcion Nrf2 (Sun et al., 2009; He et al., 2009). Podemos asi mismo observar
que tras siete dias de tratamiento (dos con vitaminas antioxidantes), la
lipoperoxidacion en plasma, relacion GSH/GSSG en sangre y FRAP no son
distintas entre las dos ramas. Esto se podria explicar por la induccion de
mecanismos antioxidantes secundaria al aporte de PUFA n-3, la suplementacion
con vitaminas antioxidantes o una combinacién de ambos. Se puede apreciar que
dos dias de suplementacién con vitaminas antioxidantes son eficaces en elevar los
niveles plasmaticos de ascorbato, sin evitar el establecimiento de un estrés
oxidativo en tejido, necesario para generar un pre-acondicionamiento. Asi mismo,
la suplementacion con vitaminas antioxidantes atenua significativamente la caida
de los niveles de ascorbato en el postoperatorio temprano, relacion que se
mantiene hasta el alta. Cabe recalcar que el beneficio antioxidante otorgado por
las vitaminas C y E pueden deberse no solo por medio de sus efectos de
“scavanger” de ERO (Rodrigo et al., 2008; Rodrigo et al., 2009), sino que se ha
visto ademas que ambas vitaminas pueden ejercer regulacion hacia abajo de la

actividad de NADPH oxidasa, fuente de ERO de gran importancia durante



isquemia-reperfusion y regulacién hacia arriba de NOS endotelial (Ulker et al.,
2003). Finalmente, podemos apreciar un gran aumento de la lipoperoxidacién en
plasma secundaria a la isquemia-reperfusion a que son sometidos los pacientes
durante la cirugia, consecuente con lo que se ha descrito con anterioridad (Ochoa
et al., 2003; Ferreira et al., 2003). El aumento de este marcador de injuria oxidativa
es importantemente atenuado por la suplementacién (figura 5). Estas
observaciones se sustentan ademas en la buena correlacion entre la
lipoperoxidacion determinada en tejido versus plasma (figura 6). Junto con esta
menor lipoperoxidacion en plasma, se observa también en el postoperatorio
precoz, menor caida de la relacion GSH/GSSG en sangre y FRAP, atribuible a la
suplementacién (figuras 9 y 10). Esta tendencia de menor deplecién de la defensa

antioxidante no enzimatica y menor dafo oxidativo y se mantiene hasta el alta.

Por tanto, podemos concluir que el tratamiento seria eficaz en prevenir de
manera significativa la incidencia de la arritmia en la poblacién estudiada. Asi
mismo, las determinaciones del potencial antioxidante en tejido y sangre sugieren
el establecimiento de un estrés oxidativo suficiente para permitir la induccion de la
defensa antioxidante, secundaria a la suplementacion en esquema pre-
acondicionante. Asi mismo se observa que la injuria oxidativa secundaria a la
isquemia-reperfusion seria importantemente atenuada por la suplementacion. Con
esto, podemos decir que la potenciacion de mecanismos antioxidantes seria eficaz
en prevenir el dafio oxidativo por isquemia-reperfusion, la cual ha sido
previamente vinculado a la patogénesis y perpetuacion de la fibrilacion auricular

postoperatoria (Mihim et al., 2001; Cai et al., 2002; Nattel et al., 2002).



En cuanto a los efectos no deseados asociados al tratamiento, podemos
decir que fueron de baja morbilidad. No se presentaron diferencias entre ambos
grupos en cuanto a complicaciones severas como hemorragicas, infecciosas,
cardiovasculares ni neuroldgicas (datos no publicados). Los efectos no deseados
mas frecuentes fueron dispepsia con olor a pescado, diarrea y dolor abdominal,
todos los cuales cedieron al descontinuar el tratamiento. Podemos decir, sin
embargo, que pese a su relativa poca importancia médica, si generaron problemas
relevantes de adherencia principalmente derivados principalmente de la dispepsia
con olor a pescado que se puede producir por la suplementacion con PUFA n-3.
Esta fue de hecho la principal causa de abandono de tratamiento observada en
durante el seguimiento. Tal vez se podria solucionar por medio nuevas
formulaciones farmacéuticas como comprimidos recubiertos, los cuales podria
mejorar importantemente estos sintomas y aumentar la adherencia a tratamiento
sin aumentar en gran medida los costos. En cuanto a complicaciones mayores, se
ha visto que es segura la aplicacién perioperatoria de PUFA n-3 en dosis de hasta
2 g/d en cirugia cardiaca, sin que se haya observado mayores complicaciones
hemorragicas en comparacion a placebo. Esto se muestra de acuerdo con
experiencias previas que no muestran evidencia de un aumento del riesgo de
sangrado clinicamente significativo en dosis aun mayores (Dyerberg & Bang,

1979; Calo et al., 2005).
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Omega-3 y modulacion redox de canales ibnicos

Si bien hasta la fecha la suplementacion con PUFA n-3 en poblacién
general no ha evidenciado clinicamente cambios electrocardiograficos, incluidos
intervalo QT corregido (QT¢) y duracién de complejo QRS (Greelen et al., 2002),
no se descarta que esto si pueda observarse en poblaciones de mayor riesgo
cardiovascular. Tampoco se ha podido comprobar que la suplementacion con
PUFA n-3 se asocie a cambios en la duracién de onda P o los intervalos PQ, QRS,
QT o QTc¢ en modelo animal (Da Cunha et al., 2007). La duracion del periodo
refractario efectivo (ERP) tampoco se modificd por la suplementacion en animales
en ritmo sinusal. Sin embargo, en perros sometidos a modelo de FA por
electroestimulacién, las  suplementacion con PUFA n-3  disminuyd
significativamente el acortamiento del ERP auricular (Da Cuhna et al., 2007). Se
piensa que la reduccion ERP es un evento temprano en la patogénesis de la FA
que genera una circulo de retroalimentacion positiva que lleva a la auto-
perpetuacion de la AF (Wijffels et al., 1995). Gran parte de las arritmias cardiacas
emergen de la inestabilidad eléctrica inducida por la isquemia. La hipofuncion de la
Na’/K* ATPasa lleva a un potencial de reposo mas positivo, disminuyendo el
umbral del potencial de accion. De esta manera, la célula se hace mas vulnerable
a la activacion por estimulos menores. Se piensa que los PUFA n-3 actuan en la
via final de la excitacion, principalmente a través de la inhibicion de canales de
sodio sensibles a voltaje y canales de Calcio tipo-L previniendo la sobrecarga de
calcio que gatilla la activacion (Reiffeld & MacDonald, 2006). La disminucién de la

corriente de calcio en la AF contribuye a la pérdida del plateau del potencial de
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accion y acortamiento del ERP que facilita la actividad de reentrada (Van
Wagoner, 2008). Existen buena evidencia de la de la presencia de modulacion
redox sobre la funcion de canales de Ca’ y otros mudltiples canales iénicos
expresados en la auricula, que participan en la patogénesis de la FA (Van
Wagoner, 2008). Posiblemente, esto sea mediado por modificacién redox directa
sobre cisteinas en proteinas del canal, aunque la influencia redox sobre proteinas
regulatorias no se puede descartar (Hool, 2009). Es posible que la regulacion
hacia abajo de canales de Ca+ tipo-L durante la isquemia provea un rol adaptativo
previniendo arritmias (Hool, 2009). Probablemente el precondicionamiento con
PUFA n-3 tenga este efecto, al prevenir la violenta sobrecarga de Ca* asociada a
la isquemia-reperfusion. El sitio de accion primario de los PUFA n-3 estas aun por
determinarse. Se ha visto que los PUFA n-3 no se unen directamente a proteinas
especificas de canales idnicos o que cambien la su conformacién transmembrana
(Reiffeld & MacDonald, 2006). Existe sin embargo evidencia de que la
suplementacion con PUFA n-3 eleva, al menos inicialmente, los niveles de estrés
oxidativo sistémico dada la susceptibilidad de estos compuestos altamente
insaturados a la peroxidacion (Nenseter et al., 1996). Adicionalmente, se ha
comprobado que la suplementacion PUFA n-3 se incorpora rapidamente a las
membranas celulares y se ha relacionado de forma dosis-dependiente (indice
Omega-3) con el riesgo de muerte por causas cardiovasculares (Harris & von

Schacky, 2004).
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Inflamacion y fibrilacion auricular

Esta descrito que durante la cirugia cardiaca se produce un gran aumento
de marcadores inflamatorios como proteina C reactiva, interleuquinas pro-
inflamatorias que estarian jugando un rol en la patogénesis de la FAPO.
Consecuentemente se ha visto que el uso de corticoides sistémicos se ha
mostrado promisorio en la prevencion de la arritmia (Anselmi et al., 2009). Se ha
podido apreciar in vitro, que los PUFA n-3 disminuyen la produccién de
leucotrienos y citokinas pro-inflamatorias (Calder, 2009). Sin embargo, el
mecanismo por el cual la inflamacion participaria en la patogénesis de la FAPO no
ha sido caracterizado. El tamafo auricular se considera un predictor del riesgo de
desarrollar FA (Matthew et al., 2004). Asi mismo, se ha visto el aumento de
presion y/o dilatacion auricular puede gatillar FA en modelo animal (Ravelli &
Allessie, 1997). De esta manera, la inflamacion postoperatoria podria alterar de
manera subaguda el aparato excito-conductor cardiaco y llevar a la generacion de
FA. Recientemente se ha demostrado también que corrientes aniénicas inducidas
por distension y corrientes catidnicas estan funcionalmente presentes en
cardiomiocitos de las principales venas pulmonares de conejos y que podrian
tener un rol fisiopatolégico en el desarrollo de FA bajo condiciones de estiramiento

(Seol et al., 2008).
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Vitaminas C+E
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Figura 12. Modelo propuesto. La injuria generada por la isquemia-reperfusion establece un estrés oxidativo
masivo e inflamacién los cuales se potencian y perpetuan. La inflamacién produciria distension tisular la cual
activaria canales catidnicos sensibles a distensién y alteraciones de la conduccion. Por su parte el estrés
oxidativo produciria disfuncion de la Na’/K* ATPasa, la cual llevaria a una sobrecarga de Ca’ y Na* en la
célula. Esto contribuiria a la disminucion del plateau del potencial de acciéon y acortamiento del ERP que
llevarian a su vez a la generacion de re-entradas, mecanismo comun en la patogénesis de la FA. Los PUFA n-
3 y vitaminas C+E estarian actuando ambos a través de mecanismos antioxidantes y antiinflamatorios.
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10. Proyecciones y comentarios finales

Los pacientes sometidos a cirugia cardiaca con CEC son llevados al
pabellén quirdrgico, en promedio, en la sexta década de la vida. Por lo general son
portadores de mas de una de las enfermedades a las que se ha asociado un
estrés oxidativo aumentado como lo son la HTA y diabetes. (Rodrigo, Bacheler et
al., 2007; Martin-Gallan et al., 2007; Mahajan et al., 2007). A estos se suma el
fendmeno inevitable de isquemia-reperfusién durante la cirugia, el cual lleva a un
desbalance de su estado redox sistémico en favor de una condicién altamente pro-
oxidante. Este dafio oxidativo se ha vinculado a la patogénesis de multiples
complicaciones, siendo la mas frecuente de ellas, la fibrilacion auricular
postoperatoria. La FA es la arritmia sostenida mas frecuente en la poblacion
general, siendo un factor independiente de morbilidad y mortalidad (Da Cunha et
al., 2007). A pesar de esto, pocos de los tratamientos actualmente disponibles
estan destinados a disminuir las complicaciones asociadas a la FA, en vez de
prevenir sus causas (Morillo et al., 1995). Sabemos que la FA fomenta procesos
de remodelaciéon miocardica que perpetuan la arritmia. (Morillo et al., 1995; Issac
et al., 2007). Por eso, un tratamiento profilactico que ataque la fuente del problema
se presenta muy atractivo. Aunque actualmente se conoce la asociacidon entre
dafio por estrés oxidativo y FAPO, se hace indispensable seguir indagando sobre

sus mecanismos subyacentes.

Los resultados obtenidos avalan la implementaciéon a mayor escala de

un tratamiento que se ha demostrado de sencilla administracién (via oral), bajo
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costo y con minimas reacciones adversas a medicamentos. De esta manera se
espera aportar con una nueva terapia, segura, aplicable en la practica clinica
habitual. Esperamos asi mismo que tenga un alto impacto en la disminucion de la
morbilidad, costos y prolongacion de la hospitalizacion asociados a un problema

de tan alta prevalencia.
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