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Resumen

Los niveles de miRNAs en el suero de pacientes expuestos a sevoflurano en el intra y
postoperatorio de cirugia de revascularizacion miocardica sufren variaciones. Ademas, el efecto
cardioprotector de esta exposicion del sevoflurano esta relacionada con las variaciones en los
niveles de miRNAs cardioprotectores, que pueden coincidir con los evidenciados previamente
en modelos animales, y validados in vitro (let7b, 139-5b, 487b, 125b). Nos basamos en estudios
previos de este grupo de trabajo realizados en clinica donde observamos un beneficio en el uso

de anestésicos halogenados planteandonos un estudio retrotraslacional.

Para poder estudiar la cardioproteccion ofrecida por halogenados necesitamos generar periodos
de isquemia controlados en los pacientes, de ahi la eleccion de la cirugia de revascularizacion
miocardica sin circulacién extracorporea, ya que estos episodios de isquemia forman parte del
desarrollo habitual de esta técnica. Estos periodos, van a generar lesiones por isquemia
reperfusion que nos permitiran estudiar las variaciones en los miRNAs de pacientes

anestesiados con propofol versus sevoflurano.

Ademas, para potenciar los posibles resultados alargamos la sedacion de nuestros hasta el
periodo postoperatorio segiin su brazo de ensayo basandonos en conclusiones de estudios
previos donde objetivamos que estas variaciones se relacionan con la dosis recibida del farmaco

anestésico.

Asi planteamos la hipotesis de que los niveles de miRNAs en el suero de pacientes expuestos a
sevoflurano en el intra y postoperatorio sufren variaciones y que, el efecto cardioprotector
asociado al sevoflurano en estudios previos, se debe a variaciones en miRNAs

cardioprotectores.

Nuestros objetivos fueron: Analizar cuales son los microRNAs (cardioprotectores) que varian
cuando se administra sevoflurano en el intra y postoperatorio a pacientes de elevado riesgo de
cardiopatia isquémica que se intervienen de cirugia coronaria, frente a aquellos que fuero
anestesiados con propofol durante el mismo periodo. Utilizar una técnica cuantitativa para
medir la variacion de los miRNAs cardioprotectores en pacientes de elevado riesgo isquémico
que se exponen al sevoflurano intra y postoperatorio como medida de pre y
postcondicionamiento. Intentar correlacionar los niveles de expresion de varios microRNA en

suero de pacientes de alto riesgo con la morbimortalidad de los mismos.

Material y métodos: Ensayo clinico fase IV controlado y aleatorizado en el que se asignaron
cuatro pacientes a cada brazo de ensayo tras haber cumplido con los criterios de inclusion y
haber firmado el consentimiento. Los brazos de ensayo fueron anestesia intraoperatoria y

sedacidn postoperatoria con propofol versus anestesia intraoperatoria y sedacion postoperatoria



con sevoflurano. Sobre las muestras de estos pacientes se realizo secuenciacion NGS y posterior
confirmacion con RT-qPCR, el analisis bioinformatico y los calculos estadisticos que nos

permitieron comparar ambos grupos.

Discusion: La cirugia de revascularizacion miocardica presenta una elevada morbimortalidad,
habiéndose definido estrategias terapéuticas capaces de reducirla, entre las que se encuentran los
anestésicos halogenados. Diferentes trabajos previos muestran como estos farmacos
halogenados son capaces de conferir proteccion al miocardio traducida en menos niveles de
biomarcadores de dafio y disfuncion miocardicos. En este trabajo hemos querido evaluar los
mecanismos genéticos que subyacen a los procesos de acondicionamiento generados por estos
anestésicos y hemos hallado a través de la secuenciacidon completa de ambos grupos
determinados miRNAs con efectos cardioprotectores relacionados con el uso de sevoflurano en
comparacion con el uso de propofol. Ademas, estos miRNAs se han mostrado diferentes a los
del acondicionamiento isquémico. Los hallazgos de este trabajo muestran como los cambios en
los patrones de miRNAs de ambos farmacos asociaron un mejor prondstico en pacientes con
cardiopatia isquémica. Por ultimos destacar como el efecto que tiene cada farmaco sobre la
expresion del miRNA 197-3p es contrario y el efecto obtenido finalmente es una regulacion al

alza o a la baja de enzimas fuertemente relacionadas con el acondicionamiento.

Considero como conclusiones principales que la secuenciacion nos ha permitido detectar una
variacion en la expresion de miRNAs relacionada con el acondicionamiento farmacoldgico con
halogenados, diferente de las publicadas en otros trabajos relacionados con el pre y
postcondicionamiento isquémico, por lo que destacamos la utilidad de la secuenciacion NGS
frente al uso de arrays con patrones de miRNAs ya conocidos. El empleo de propofol como
hipnético de forma continuada durante el intra y el postoperatorio de estos pacientes determina
un cambio en la expresion génica de miRNAs que conllevan una disminucion en la expresion de
enzimas relacionadas con el pre y postcondicionamiento como las del grupo STAT o la enzima
MAPK. El uso de sevoflurano como hipndtico de manera continuada tanto durante el
intraoperatorio como en el postoperatorio de estos pacientes, conlleva un cambio en la expresion
génica relacionado con los miRNAs que consigue la activacion de enzimas mediadoras del pre y
postcondicionamiento anestésico como AKT, ERK, vias PI3K/Akt y enzimas del grupo STAT,
destacando el papel del miRNA 197-3p.



1. Introduccion

El conocimiento de los fairmacos anestésicos hipnodticos habitualmente empleados es cada vez
mayor, de manera que en los ultimos 30 afios, hemos obtenido datos acerca de las posibilidades
terapéuticas de los mismos. Asi, surge la organoproteccion como la posibilidad de emplear estos

farmacos en el perioperatorio con fines terapéuticos.

Esta organoproteccion ha sido ampliamente estudiada en la cirugia cardiaca ya que las
condiciones de accesibilidad en cuanto a monitorizacion hemodinamica y marcadores analiticos
de dafio miocardico han sido favorables. Este tipo de cirugia ademas, nos da la posibilidad de
reproducir cortos periodos de isquemia como parte del procedimiento, permitiendo traducir las
observaciones experimentales y obtener la secuencia de precondicionamiento, isquemia y

reperfusion. (De Hert SG, 2008).

Tras el uso extendido de anestesia total intravenosa con dosis elevadas de opidceos en cirugia
cardiaca aduciendo gran estabilidad hemodinamica, el uso de los anestésicos inhalatorios se
introdujo con fuerza en cirugia cardiaca desde la aparicion del halotano y sus condiciones de

seguridad. (Warltier DC, 1988).

Recientemente, han sido numerosos los trabajos que se han publicado en torno a los efectos
protectores de los anestésicos inhalatorios, medidos en datos clinicos o analiticos y expresados
incluso en variaciones en las concentraciones plasmaticas de determinadas proteinas, sin
embargo, pocos han sido los estudios que han tratado de dilucidar los mecanismos genéticos que

subyacen en estos beneficios desde un enfoque retro-traslacional.
1.1. Definicion de cardiopatia isquémica y su tratamiento quirurgico.

La base de la cardiopatia isquémica es un disbalance entre el aporte y la demanda de oxigeno
del miocardio y su etiologia mas frecuente es la enfermedad aterosclerotica. Cabe destacar el
importante impacto social y econéomico de esta enfermedad ya que constituye la principal causa
de morbilidad y mortalidad en el mundo desarrollado. (Bosnjak ZJ, 2007) (De Hert SG, 2008)
(Hausenloy DJ, 2012).

La cirugia de revascularizacion miocardica constituye el tratamiento de eleccion de esta
patologia en un alto niimero de pacientes con impacto prondstico y en calidad de vida. La
realizacion del baipas aortocoronario se asocia a una morbimortalidad cada vez menos gracias al
desarrollo de la técnica quirurgica sumado a los progresos de la técnica anestésica. (Melero JM,

2006) (Hausenloy DJ, 2012).



1.2. Mecanismos de daiio por isquemia reperfusion

La interrupcion del aporte energético durante la isquemia cardiaca eleva la concentracion
intracelular de lactato y otros metabolitos con disminucion del pH y deplecion rapida de las

reservas de adenosina trifosfato celular (ATP). (Reimer KA et al, 1981)

La mitocondria tiene altos requerimiento de oxigeno durante la isquemia que conlleva elevada
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS); ademas, la mitocondria en condiciones
normales regula la concentracion celular de iones, fundamental para evitar los procesos de dafio
celular, inducidos principalmente por el aumento de la concentraciéon de Ca*". La caida de los
depositos de ATP produce graves alteraciones ionicas en la célula. Esta disminucion del ATP
hace fallar la bomba sodio/potasio (Na'/K') que conlleva una elevacion mantenida de la
concentracion intracelular de sodio (Na”), lo que a su vez activara el intercambiador Na"/Ca** de
la membrana celular en su modo reverso que, aunque consigue disminuir la concentracion de
Na' intracelular, eleva la de iones calcio (Ca*"). El incremento del Ca®’, es uno de los
desencadenantes del dafio celular, a través de la alteracion de la estructura de la membrana, que

culmina en la muerte celular. (Perrelli MG et al, 2011)

Al dafio celular que tiene lugar en la reperfusion contribuyen la sobrecarga de Ca®", la sintesis
inadecuada de ATP, la baja produccion de 6xido nitrico (NO) y el estrés oxidativo por ROS
que terminan produciendo dafio celular. (Crompton M, 1999) (Ladilov Y et al, 2003) (Kutala
VK et al, 2007) (Piper HM et al, 2004)

Con el reinicio del flujo se eleva la concentracion de ATP que tiene relacion con el dafio celular
a través de la hipercontractura de los miocardiocitos, la disrupcion de su membrana y por ultimo

la muerte celular (“necrosis en banda”). (Piper HM et al, 2006) (Piper HM et al, 2004)

Unido a esto, existe un intento celular de mantener la homeostasis interna a través de la
eliminacion de los hidrogeniones (H") acumulados en su interior mediante un mecanismo
intercambiador Na'/H" en la membrana plasmatica, que a su vez activa el cotransportador
Na'/HCO3"; ambos terminan aumentando el Na' intracelular que, de nuevo, es controlado a
través del intercambio con el medio externo de Na™ por Ca®". La sintesis mitocondrial de ATP
es reactivada y pone en marcha la Ca*"-ATPasa del reticulo sarcoplasmico de la célula que
provoca la entrada de Ca®* hasta saturarlo. La elevacion masiva del Ca®" alcanza un punto en
que se ve obligada a expulsarlo de vuelta al citosol a través de los receptores de rianodina
colaborando de manera importante con el dafio y apoptosis celular. (Abdallah Y et al, 2005)

(Inserte J et al, 2002)



Por ultimo, los movimientos ionicos producen edematizacion y desestructuracion de las
organelas y el citoesqueleto celular, a través del gradiente osmotico creado. (Ruiz-Meana M et

al, 1995) (Garcia-Dorado D et al, 1992) (Ruiz-Meana M et al, 1995).

La pérdida de la integridad mitocondrial debido a un cambio brusco en la permeabilidad de su
membrana es otro de los mecanismos de gran importancia que explican el dafio celular. La
principal etiologia que produce esta disfunciéon mitocondrial incluye la recuperacion del pH, el
estrés oxidativo y la sobrecarga de Ca’’, que inducen la apertura abrupta de los poros de
permeabilidad transitoria mitocondrial (mPTP), relacionados con la conductancia en la
membrana mitocondrial interna (IMM). El pH <7.4 disminuye la permeabilidad de la membrana
y desciende los niveles de Ca®" intracelular, sin embargo, valores de pH>7.4, unido a
concentraciones elevadas de fosforo inorganico (PI) intracelular, de ROS y bajos niveles de NO,
producen el efecto contrario. Segun el tiempo que permanezca abierto el mPTP, se producirdn
mecanismos de cardioproteccion inducidos (corta duracion) o la entrada de iones y solutos con
elevado peso molecular (1.5 kDa), tumefaccion de la matriz y pérdidas de gradientes
electroquimicos celulares criticos, con la hidrolizacion del ATP celular por la ATPasa y la
apoptosis celular (larga duracion). (Duchen MR, 2000) (Petronilli V et al, 2001) (Baines CP et
al, 2003) (Halestrap AP and Brennerb C, 2003) (Ruiz-Meana M et al, 2007) (Di Lisa et al,
2011) (Lemasters JJ et al, 1996) (Halestrap AP and Pasdois P, 2009)

La unién de los mecanismos principales, disfuncion de la mPTP y aumento de los niveles de
calcio intracelular, producen la activacion de la fosfolipasa A2 y la calpaina (proteasas que
necesitan la interaccion del calcio para su activacion, inhibidas durante la acidosis). En la fase
de reperfusion con la recuperacién brusca del pH y el aumento de Ca®", junto con los efectos de
la calpaina, agravan la destruccion de la célula y de nuevo alteran la funcién de la bomba Na'/
K™ ATPasa, repitiéndose el ciclo que conlleva a elevacion intracelular deletérea de Na* y Ca’.

(Inserte J et al, 2005) (Shulga N et al, 2006) (Penzo D et al, 2004) (Inserte J et al, 2011)

El dafio mitocondrial con la liberacion de la proteina Bcl-2, el efecto de la L-selectina
plaquetaria, la disfuncion de la homeostasis del Ca*", los neutréfilos y los fibroblastos, pueden
contribuir al dafio por reperfusion y a la extension final de la muerte celular. Otro grupo
enzimatico, denominado genéricamente proteinas quinasas activadas por mitdégenos (MAPK),
tienen un papel determinante en los procesos de sefializacion intracelular en los procesos
inflamatorios y en la regulacion de la proliferacion, diferenciacion y apoptosis. Ademas regulan
la activacion de las caspasas, principalmente la 3, la 6 y la 9, que terminan produciendo la
muerte celular. (Kinnally KW et al, 2007) (Green DR and Kroemer H, 2004) (Mirabet M et al,
2005) (Barrabés JA et al, 2007)



Este mecanismo fisiopatologico se puede extender a las células vecinas a través de las gap
Jjunctions, lo que provoca un aumento de la extension de la apoptosis celular. (Rawanduzy A et

al, 1998) (Ruiz-Meana M et al, 1999) (Rodriguez-Sinovas A et al, 2004) (Lin JH et al, 1998)

1.3. Cirugia de baipas aortocoronario con y sin circulacién extracorpérea.

La cirugia de baipas aortocoronario es una de las técnicas que mayor avance ha presentado en
los ultimos tiempos y, generalmente, se ha asociado al uso de circulacion extracorporea (CEC),
ya que es una manera de conseguir mejores condiciones quirurgicas y de proteger el miocardio
expuesto a la isquemia. A pesar de estas ventajas, el uso de CEC asocia diversas alteraciones
fisiopatoldgicas que conlleva riesgos a diferentes niveles. A nivel hematologico, se desencadena
la coagulacion y la fibrinolisis, con mayor agregabilidad de hematies que repercute en la
microcirculacion y predispone a la hemolisis. Otra de las caracteristicas destacables de la CEC,
es que proporciona al organismo un flujo no pulsatili que provoca liberacion de
vasoconstrictores, enzimas proinflamatorias y radicales libres con la lesion subyacente. Ademas,
hay organos que quedan excluidos de la perfusion, originando una lesion por isquemia

reperfusion. (Stammers AH, 1997) (Ramirez A et al, 2017).

Debido a todos estos efectos deletéreos derivados del uso de la CEC, se ha intentado desarrollar
técnicas quirirgicas capaces de disminuir su uso y con ello el sindrome de respuesta

inflamatoria sistémica (SIRS) que asocia.

Muchos son los estudios que han tratado de dilucidar si la alguna de las dos técnicas es superior
a la otra, ya que existen grupos que han optado por la cirugia sin CEC, intentando evitar los
efectos perjudiciales asociados a la misma. Estos grupos han estudiado el grado de
revascularizacion completa y permeabilidad de los bypass y los efectos adversos graves, con
resultados similares. Segin ha publicado la Sociedad Americana del Corazon, son factores
como la habilidad del cirujano mas que el uso o no de CEC, los que determinan el prondstico de

estos pacientes (Selke FW et al, 2005).

Grandes estudios randomizados como CORONARY o GOPCABE recogidos en diferentes
publicaciones no encuentran diferencias significativas entre ambas técnicas evaluando efectos
adversos a los 30 dias y al afio. Cabe destacar que en estos estudios se requiri6 mayor
experiencia en las cirugias realizadas sin CEC. Estas publicaciones arrojan datos que indican
que los casos con factores agravantes como cirugias urgentes, o en pacientes de elevado riesgo
por enfermedades concomitantes como enfermedad obstructiva cronica (EPOC) o con mala
funcion ventricular, son los que mayor se benefician de las técnicas sin CEC. (Lamy A et al.

2013) (Hattler B et al. 2012) (Diegeler A et al 2013).



Son varios los trabajos publicados en los que, a pesar de que no hay cambios en la mortalidad de
pacientes intervenidos con CEC frente a aquellos sin CEC, si indican menor morbilidad en el
postoperatorio temprano, como menor incidencias de fendmenos embdlicos, de uso de
hemoderivados, desarrollo de SIRS, disfuncién cognitiva, disfuncion multiorgénica, asi como
una mejor conservacion de la microcirculacion, menor estancia en Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI) y menor uso de recursos. (Sun JH et al, 2012) (Garg AX, 2014) (Hemmerling
TM et al, 2013) (Afilalo J et al, 2012) (Koning J et al.2014).

El uso de la cirugia sin CEC, se ha extendido con la aparicion de grupos que la aplican de
manera protocolizada como en nuestro centro, donde ha experimentado una clara progresion en

los ultimos tiempos. Esta evolucion queda recogida en la siguiente figura. (Melero JM, 2006).
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Figura 1. Evolucion de la cirugia coronaria sin CEC/afios en el Hospital Virgen de la Victoria.

Tomado de: Jos¢ Maria Melero Tejedor. Cir Cardiov. 2006; 13 (4): 263-71 ;Cirugia sin bomba

para todos?

La isquemia es inherente a este tipo de cirugia ya que precisa el clampaje de las arterias
coronarias para proporcionar un campo libre de sangre para la realizacion de la anastomosis
coronaria. El grado de severidad de la isquemia dependera del grado de estenosis del vaso y de

la presencia o no de colaterales y se puede paliar mediante el manejo hemodindmico intensivo

del paciente.

En el desarrollo de esta técnica quirdrgica es necesario el uso de instrumentos que exponen el
campo quirurgico pero que a la vez dejan movimiento al miocardio, asi como instrumentos que

realizan proteccion miocardica. Dentro de los primeros encontramos fundamentalmente, los



posicionadores de ventosa y los estabilizadores y dentro de los segundos, el uso de shunt.

(Chassot PG et al, 2004).

1.4. Anestesia en cirugia cardiaca

Kissin define en 1993 la anestesia del paciente como un estado de amnesia, inconsciencia,
analgesia, ansiolisis y supresion de respuestas motoras, cardiovasculares y hormonales. (Kissin

L, 1993).

Son varios los factores implicados en la eleccion del tipo de anestésico a utilizar en un paciente
como las patologias previas del paciente o la evolucion prevista de la cirugia y el postoperatorio.
Ademas, a lo largo de la historia se ha evolucionado de eleccion de farmacos basada en la
estabilidad hemodinamica proporcionado de los mismos, a una eleccion que también valora la
evolucion postoperatoria en términos de resultados como necesidad de ventilacion mecanica o

busqueda de efectos organoprotectores (Fanjca F et al, 2009). (Hemmerling TM et al, 2013).

Asi, en la actualidad los hipnéticos habituales para el mantenimiento anestésico en cirugia

cardiaca son el propofol y los anestésicos halogenados.
1.4.1. Propofol en anestesia cardiaca.

El 2,6-di-isopopilfenol o propofol es uno de los hipnédticos mas usados tanto en la induccién
como en el mantenimiento de la cirugia cardiaca y no cardiaca y en el postoperatorio. Actla
facilitando la neurotransmision inhibitoria del acido y aminobutirico (GABA) a través de los

receptores GABA A. (Trapani G et al, 2000).

El uso de propofol a dosis de induccion (2mg/kg) se asocia a una caida en el gasto cardiaco, las
RVS, el volumen latido y el indice de trabajo sistdlico ventricular izquierdo, lo que se traduce
en una reduccion de la presion arterial que alcanza hasta una 15-40% de la sistdlica (PAS) y
valores similares en la presion arterial media (PAM) y diastélica (PAD) fundamentalmente en la
induccion ya que, en el mantenimiento, con dosis menores, no se presentan con tanta intensidad.

(Miller RD et al, 2010).

Son varios los efectos beneficiosos atribuidos al propofol en diferentes estudios,
fundamentalmente, efectos antioxidantes y barredor de radicales libres con resultado
cardioprotector, y estabilidad hemodinamica con disminucién de respuesta de estrés. Un estudio

llevado a cabo por Corcoran y cols en 2004 observd que el propofol atenuaba el dafio



miocardico por reperfusion mediado por radicales libres en pacientes con fraccion de eyeccion
del ventriculo izquierdo (FEVI) conservada que se intervinieron de baipas aortocoronario,
gracias al bloqueo de la entrada de calcio y de la actividad inmunolégica con caida de
interleuquinas inflamatorias como la IL-6 y -10 (Krzych LJ et al, 2009) (Corcoran et al, 2004)
(Ruggeri L et al, 2011).

A pesar de los datos anteriores, los estudios en clinica arrojan resultados contradictorios en
cuanto a la proteccion del propofol frente a la lesion por isquemia-reperfusion. Xia estudio este
efecto protector sobre 54 pacientes a los que administré dosis altas de propofol
(120mcg/kg/min), dosis bajas de propofol (60mcg/kg/min) o isoflurano durante la CEC y
encontré menores niveles de troponina I, mejor indice cardiaco (IC) y menores requerimientos
de inotrdpicos en el primer grupo (Xia Z, et al, 2006). En consonancia con el estudio de este
grupo, los efectos cardioprotectores que se han objetivado con este farmaco, se relacionan con

dosis mas altas que las habituales de la practica clinica. (Kokita N et al, 1998).
1.4.2. Anestésicos inhalatorios en cirugia cardiaca: Sevoflurano

La evidencia cientifica que avala el efecto cardioprotector del sevoflurano es creciente. Debido
a que las complicaciones cardiovasculares derivadas de la respuesta inflamatoria secundaria a la
isquemia son una constante en pacientes sometidos tanto a cirugia cardiaca como no cardiaca,
cualquier medida que puede ayudar a disminuirlas debe ser parte del arsenal terapéutico usado
perioperatoriamente, especialmente en aquellos que presentan mas riesgo de sufrir isquemia.
Los anestésicos volatiles disminuyen la funcién cardiaca y, con ello, consiguen disminuir la
demanda de oxigeno por parte del miocardio con lo que podrian tener un papel beneficioso

durante el eventual episodio isquémico. (Butterworth J et al, 2014).

El Sevoflurano es un derivado fluorado del metil-isopropil-éter que tiene diferentes efectos
hemodinamicos muy interesantes en cirugia cardiaca. Administrado a 1.2 CAM (concentracion
alveolar minima) es capaz de disminuir la PAM hasta un 30% a expensas de reducir el gasto
cardiaco sin afectar a la frecuencia o a la resistencia vascular sistémica (RVS), es decir, debido a
un descenso del inotropismo a través de mecanismos vegetativos. Este efecto inotropo negativo
es comun a otros inhalatorios y es dosis dependiente. Cabe destacar que el sevoflurano es el

menor inotropo negativo de todos los anestésicos inhalatorios. (Miller et al, 2010)

Son varios los estudios que han tratado de comparar el efecto cardioprotector de los anestésicos
volatiles con respecto al propofol en pacientes sometidos a cirugia cardiaca, observandose
menores concentraciones plasmaticas de troponina I postoperatoria y mejores IC en aquellos
pacientes que recibian sevoflurano. Guarracino y cols. publicaron un resultado similar

comparando el uso de desflurano con el de propofol en pacientes intervenidos de cirugia de



revascularizacion sin CEC. (Cozen PF et al, 2003) (Guarracino F et al, 2006) (Tritapepe L et al,
2007).

Los resultados de estos estudios comienzan a plantear la posibilidad de que la eleccion del
régimen anestésico pueda tener un efecto en el resultado de los pacientes sometidos a cirugia
cardiaca. Esto se confirmé con un metaanalisis de Landoni y cols. del afio 2007 donde se
estudiaron 1922 pacientes sometidos a cirugia cardiaca comparando el uso de anestésicos
volatiles (sevoflurano y desflurano) con el uso de anestesia total intravenosa (propofol y
remifentanilo) y, que tuvo como resultado, una reduccion significativa de la morbilidad, con
menor tasa de infarto de miocardio y menor mortalidad, en el primer grupo. Todos menos uno
de los 22 estudios controlados incluidos en este metaanalisis, un grupo de pacientes de bajo
riesgo, favorecieron los inhalatorios. (Landoni G et al, 2007). En 2013, este mismo grupo de
trabajo publica una reduccion de la mortalidad en pacientes anestesiados con desflurano o
sevoflurano que se someten a cirugia de derivacion coronaria comparados con pacientes

anestesiados con TIVA (anestesia total intravenosa). (Landoni G et al 2013).
1.5. Sedacion en criticos

Los pacientes ingresados en UCI postquirrgicos precisan sedacion y analgesia ya que es
frecuente en ellos la aparicion de dolor y ansiedad, que se pueden acompanar de una respuesta
neuroendocrina de estrés que podria derivar en complicaciones como la aparicion de eventos
isquémicos. Ademas, otro de los objetivos de la sedacion en criticos es la adaptacion del
paciente a la ventilacion mecanica. Asi, es un tema de vital importancia, especialmente en estos
pacientes con riesgo alto de morbimortalidad. Esta sedacion se alarga en el tiempo hasta
conseguir una adecuada hemodinamica y temperatura del paciente que permita la retirada de la

ventilacion mecanica en el contexto de seguridad necesario. (Mendel PR et al, 1993).

El sedante ideal deberia caracterizarse por el inicio inmediato de su accion, el ajuste facil de las
dosis, la recuperacion rapida, amplio margen terapéutico, ausencia de acumulacion y de
interacciones farmacologicas y de efectos secundarios, ademés de bajo coste. Sin embargo,
actualmente no disponemos ningun farmaco que reuna todas las caracteristicas mencionadas ni
que muestre una superioridad clara en la practica clinica. Los sedantes de uso mas extendido son
aquellos indicados en las Sociedades Cientificas y guias clinicas. (Izurieta R et al, 2002) (Jacobi
J et al, 2002) (Kong DL et al, 2003). De administracion intravenosa, los mas habituales son el
propofol y el midazolam, usando el primero para aquellos pacientes en los que se prevé un
breve periodo de sedacion y el segundo para aquellas sedaciones prolongadas. El grupo de
Trabajo de Sedacion y Analgesia de la SEMICYUC establecio, por consenso, definir la

sedacion prolongada como aquella cuya duracion supera las 72 horas (medicina intensiva).



Ademas, disponemos de sedacion mediante anestésicos inhalatorios, fundamentalmente,
sevoflurano a través del dispositivo de conservacion de gases anestésicos (Anaesthetic
Conserving Device, AnaConDa"). Este dispositivo ha mostrado en diversas publicaciones un
adecuado nivel de seguridad, reproductibilidad y capacidad para prever el efecto de la sedacion
en UCIL (Nickel EA et al, 2007) (Peyr6 R et al, 2010) (Meiser A, Laubenthal H, 2005). Por otra
parte, este dispositivo puede ser empleado en cualquier respirador de criticos con una eficacia

comparable a la de los vaporizadores convencionales. (Soro M et al, 2010)

Sumado al efecto hipnético del sevoflurano y a su posible efecto cardioprotector, este farmaco
presenta actividades que le confieren otras utilidades en UCI como su efecto broncodilatador en
el tratamiento de broncoespasmos refractarios y su efecto anticonvulsivante para el tratamiento
de estatus epilépticos. Todo esto, lo recomienda como alternativo a la sedacidén habitual.

(Guerrero JL et al, 2011) (Schultz TE, 2005).

Meiser y cols. publican el primer estudio en el que se compara la sedacion con sevoflurano
frente a propofol en pacientes sometidos a cirugia coronaria con CEC randomizados sin tener en
cuenta la técnica anestésica intraoperatoria y no encuentran diferencias significativas en

enzimas, morbimortalidad o dias de estancia en UCL (Meiser A, Laubenthal H, 2005).

Posteriormente, varias publicaciones han reflejado el beneficio de este farmacos en la
proteccion frente al dafio miocardico por isquemia reperfusion en cirugia cardiaca y no cardiaca
asi como el efecto organoprotector en rifion, sistema nervioso, higado o endotelio. (Landoni G

et al, 2009) (Julier K et al, 2003) (Beck-Schimmer B et al, 2008).
1.6. Biomarcadores de funcion cardiaca.

Estos marcadores nos indican determinadas situaciones en el perioperatorio de cirugia cardiaca
y asi, los dividimos en funcion de que sefialen dafio e isquemia, inflamacion o fallo del

ventriculo izquierdo. (Lundblad RL, 2011).
1.6.1. Biomarcadores de dafio e isquemia miocardica.

El uso de estos biomarcadores es practica clinica habitual en la cirugia coronaria e incluyen
habitualmente las troponinas T e 1 y la fraccion sérica de la creatin fosfoquinasa (CPK-MB). De
estos, la troponina es el que adquiere mayor relevancia para la deteccion de isquemia ya que
presenta elevada especificidad y sensibilidad, llegando a detectar niveles minimos de dafio
miocardico. Ademads, son marcadores precoces, por lo que permiten detectar isquemia de
manera temprana y tienen significado pronostico en la evolucion y los resultados de los

pacientes (Bignami et al, 2009).



Las troponinas son complejos proteicos presentes en el musculo cardiaco y regulan la
contraccion. Estan formadas por tres subunidades, la C (TnC), la I (Tnl) y la T (TnT). La
primera liga el calcio, la segunda regula la interaccion entre la actina y la miosina y la ultima se
une a la tropomiosina. Mediante técnicas de inmunoanalisis tenemos la capacidad de detectar la
Tnl y la TnT evitando la reactividad cruzada de otras formas de las mismas presentes en el
musculo esquelético, de manera que conseguimos adecuados niveles de sensibilidad y
especificidad en la deteccion de la isquemia coronaria aguda. (Bucher EA et al, 1988). De estas
troponinas, las publicaciones reflejan la Tnl como la mas sensible y eficiente en la deteccion de
isquemia, por encima de la TnT siendo, por tanto, la de eleccion para el diagnostico de eventos

isquémicos. (Poldermans D et al, 2009)

Estas troponinas no sélo detectan isquemia en el perioperatorio, sino que sus niveles se elevan
debido a causas como el clamp aortico, la pericardiotomia y la manipulacion cardiaca

incluyendo estabilizadores y succionadores. (Brown JR et al, 2007) (Bonnefoy E et al, 1998)
1.6.2. Biomarcadores de disfuncion del ventriculo izquierdo

Los miocitos ante un aumento de estrés en su pared responden mediante la secrecion de péptido
natriurético cerebral (BNP) y de la fraccion aminoterminal de su propéptido (NT-proBNP) que
es inactivo y tiene una vida media de 120 minutos. Usamos este propéptido como marcador en
caso de disfuncion cardiaca independientemente de la etiologia de la misma. Tanto la cifra de
BNP como de NT- proBNP tienen valor prondstico para mortalidad y complicaciones cardiacas
de la cirugia, con especial importancia como indicador de la gravedad y posible resolucion de
eventos coronarios isquémicos. Tiene capacidad prondstica sobre la mortalidad en pacientes que

ingresan en insuficiencia cardiaca y disfuncion de ventriculo izquierdo. (Lundblad RL, 2011)

El NT-proBNP aparece en numerosas publicaciones como marcador de disfuncion ventricular
tanto sistolica como diastolica, como factor predictor de complicaciones pero también como
factor estratificador del riesgo perioperatorio en pacientes intervenidos de cirugia cardiaca. En
esta linea varias publicaciones relacionan niveles mayores de este marcador con mayor
mortalidad. (Ryding AD et al, 2009) (Guerin V et al, 2006) (Cuthbertson et al, 2009)
(Eliadsdottir SB, 2008).

1.7. Cardioproteccion

La cardioproteccion se define como la “preservacion del corazon por reduccion o prevencion
del dafio miocardico”, de esta manera, los instrumentos o mecanismos que consigan esta
reduccion del dafio se definen como “cardioprotectores”. Se han definido multitud de
mecanismos cardioprotectores como el uso de beta bloqueantes, de bloqueantes de los canales

del calcio, soluciones cardiopléjicas o hipotermia o el precondicionamiento isquémico. El tema
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que se desarrollara también se engloba dentro de las estrategias cardioprotectoras y se conoce
como pre y postcondicionamiento farmacologico a través de farmacos hipnoticos inhalatorios.

(Kubler W et al, 1996) (Balakumar P et al, 2008)

Son varias las publicaciones en la literatura que reflejan menor dafio miocardico tras una lesion
por isquemia reperfusion tras el uso de anestésicos volatiles, fundamentalmente estudiado por
una menor elevacién de marcadores de dafio miocardico y por mejor funcidon cardiaca. Ademas,
estas publicaciones van mas lejos reflejando no s6lo menores niveles de troponina I frente a
aquellos pacientes anestesiados con TIVA, sino mejor resultado quirirgico, con menor estancia
en UCI e incluso disminuciéon de la morbimortalidad. Ademas de esta troponina, otros
marcadores de dafio han disminuido, incluyendo el péptido natriurético total y cerebral, el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa) o la CK- MMB (De Hert SG et al, 2002) (El Azab SR et al,
2003) (Julier K, 2003) (De Hert SG et al, 2003) (De Hert SG et al, 2004) (Guarracino F et al,
2006). (Landoni G et al, 2007) (Landoni G et al, 2008)

Cabe destacar, que no todas las publicaciones apoyan estos resultados. Landoni y cols. No
observan estos efectos beneficiosos en pacientes sometidos a cirugias de alto riesgo en un
estudio multicéntrico que tratdé de demostrar cambios en el tiempo de estancia en UCI y

disminucion de la mortalidad a los 30 dias y al afio. (Landoni et al, 2014).
1.8. Precondicionamiento y postcondicionamiento

Las medidas cardioprotectoras se pueden llevar a cabo en tres momentos durante el insulto
isquémico. Antes de que ocurra la lesion y hablariamos de precondicionamiento, durante la
isquemia y tras este periodo, que es lo que conocemos como postcondicionamiento. (Ovize M et

al, 2010) (De Hert SG, 2004).
1.8.1. Precondicionamiento

El tejido miocardico es extremadamente sensible a la isquemia, de manera que episodios
prolongados conducen a la muerte celular. Sin embargo, periodos cortos de isquemia pueden
reducir la gravedad de la lesion cardiaca. El concepto de precondicionamiento isquémico surge
al observar el fendbmeno mediante el cual periodos cortos de isquemia de baja magnitud
producen cambios enddgenos en el miocardio que lo protegen de episodios de isquemia

mantenida que, en otras condiciones, podrian llegar a ser fatales.

Murry y cols. demostraron en 1986 en el corazon del perro que cuatro episodios de isquemia
seguidos de cinco minutos, en lugar de empeorar la lesion, originaban proteccion frente a otras
lesiones isquémicas subsiguientes, ya que estos tejidos que habian sufrido precondicionamiento

isquémico, presentaban ciertos cambios metabodlicos y genéticos que daban lugar a un menor
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consumo de oxigeno y mejor homeostasis. Estos cambios que protegen de los dafios por
isquemia del tejido, se extienden al periodo de reperfusion, atenuando el dafio en forma de
menor produccion de radicales libres, menor respuesta inflamatoria, menor apoptosis y mejoria

de la microcirculacion. (Murry CE et al, 1986) (Swyers T et al, 2014) (Balakumar P et al, 2008)

El precondicionamiento isquémico se divide en una fase temprana y otra tardia. La primera fase
es de inicio rapido y de gran potencia, pero con una duracién limitada a una o dos horas. La
segunda fase tiene menor potencia y un inicio mas lento, empezando a las 24 horas después del
estimulo inicial pero, en cambio, se mantiene en el tiempo hasta 72 horas. (Landoni G et al,

2009) (Weinbrenner C et al, 2002)

Los efectos beneficiosos del precondicionamiento isquémico nos obligan a buscar alternativas
con el fin de conseguirlos sin los riesgos derivados de la isquemia, sin embargo, las estrategias
estudiadas entre las que encontramos los activadores de la protein-quinasa, los opiaceos, la
noradrenalina, la acetilcolina, el alcohol etilico, los agonistas de los receptores de adenosina o la
angiotensina II, no se usan en la practica clinica por falta de eficacia o por sus efectos
secundarios graves. En cambio, los agentes anestésicos volatiles, podrian conferir una
proteccion miocardica similar a la del precondicionamiento isquémico, pero evitando el riesgo
de la isquemia deliberada sobre el miocardio, surgiendo asi el interés por el acondicionamiento

farmacologico. (Balakumar P et al, 2008).

A pesar de que decimos que estos farmacos emulan el precondicionamiento isquémico, sus
efectos se describieron previamente al acufiamiento de este término ya que, Bland y Lowenstein
en 1976 ya describieron cémo al clampar durante un breve periodo de tiempo una arteria
coronaria en perros, el halotano era capaz de minimizar los cambios electrocardiograficos del
segmento ST. En esta linea de trabajo, Warltier y cols. demostraron que (Bland JH et al, 1976)
que el uso de halotano o isoflurano previo al episodio isquémico mejoraba la funcion sistolica
del ventriculo al igual que, Casan y cols usando el isoflurano de la misma manera describieron
el desencadenamiento de cardioproteccion. Los trabajos que han seguido en esta linea
relacionan estos efectos con la dosis, de manera que, a mayor concentracion o duracion de la
exposicion al halogenado, el efecto serda mayor, perdurando incluso después de la
metabolizacion del farmaco. (Cason BA et al, 1997) (Riess ML et al, 2004) (Landoni G et al,
2009) (Warltier DC et al, 1988).

1.8.2. Acondicionamiento durante la isquemia

En esta fase el objetivo prioritario serd limitar las consecuencias de la isquemia-reperfusion y el
avance de la lesion. Desde el punto de vista anestésico, pocos agentes han destacado por su

accion protectora directa cuando se administran durante la isquemia.



1.8.3. Postcondicionamiento

Zhao describe el postcondicionamiento como un proceso por el que pequeiios periodos de
isquemia-reperfusion tras la cirugia de revascularizacion coronaria, tiene un efecto
cardioprotector. Este postcondicionamiento imita lo que ocurre en el precondicionamiento y
consigue menor apoptosis y tamafio de la zona isquémica asi como menor respuesta
inflamatoria y, al igual que el precondicionamiento, puede obtenerse a través del empleo de
farmacos como los anestésicos volatiles. Aunque es el grupo de Zhao el que habla por primera
vez de los efectos cardioprotectores tras el episodio isquémico, es el grupo de Na el que usa por
primera vez el término postcondicionamiento entendido como prevenciéon y disminucion de
arritmias postoperatorias. Finalmente, empleamos este término cuando intentamos paliar los
efectos deletéreos que tiene la restauracion del flujo coronario tras un periodo de isquemia. (Na

HS et al, 1996) (Zhao ZQ et al, 2003) (Zhao ZQ et al, 2006) (Kin H et al, 2004)
1.8.4. Mecanismos de precondicionamiento.

Parece que los desencadenantes del postcondicionamiento y el precondicionamiento podrian

tener bastantes vias en comun, siendo en ambos la proteccion de la mitocondria, la disminucion
. . . ., , 2+ . .o

de los mediadores inflamatorios y la prevencion del acimulo de Ca’" intracelular los objetivos

finales. (Halkos ME et al, 2004)

Los mecanismos celulares y moleculares implicados en el precondicionamiento anestésico del
corazén han sido el centro de multiples trabajos desde hace mas de quince afios hasta la
actualidad. Existen multiples estudios que intentan describir los mecanismos efectores de la
cardioproteccion con halogenados, identificando las rutas y enzimas implicadas en ella. (Zaugg

M et al, 2003) (Zaugg M et al, 2003) (De Hert et al, 2005)

En general, tanto el precondicionamiento isquémico como el anestésico en el corazon presentan
mecanismos de accion celular con vias comunes. Sin embargo, los perfiles de expresion génica
en el precondicionamiento anestésico tienen diferencias con respecto el isquémico. (Sergeev O

et al, 2004)

El precondicionamiento anestésico precoz, se basa en el efecto farmacologico de los
halogenados en los canales de K dependientes de ATP (KATP), preservando la protein-
quinasa C (PKC) y los receptores de adenosina, de igual manera que el precondicionamiento
isquémico. El precondicionamiento tardio o “segunda ventana” esta relacionado con la sintesis
de proteinas mediadoras de la proteccion cardiaca, y se prolonga entre 24 y 72 horas después de
su administracion. En 2013 Quiao describi6 en corazones de rata los mecanismos fundamentales
del precondicionamiento anestésico tardio que incluyen la activacion del factor de transcripcion

nuclear B (NF-KB), la regulacion de la autofagia y la atenuacion de la expresion del factor de
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necrosis tumoral (TNF-alfa), de la interleuquina-1 beta (IL-1B) y de la caspasa-3. (Tonkovic-
Capin M et al, 2002) (Pagel PS et al, 2011) (Quiao S et al, 2013)

Segun Zaugg cuando se produce un estimulo capaz de desencadenar el mecanismo celular del
precondicionamiento, se activan todos los mediadores desde el receptor de la membrana (lugar

inicial de la accion) hasta el efector final. (Zaugg M et al, 2003) (Zaugg M et al, 2003)

La 6xido nitrico sintasa (NOS) desencadena la liberacion y formacion de NO a través de un
estimulo precondicionante. Este aumento en la produccion de NO y la activacion de PKC en el
miocardio durante los periodos de isquemia y reperfusion breves se asocian con los efectos

cardioprotectores.

Tanto en el precondicionamiento anestésico precoz como en el tardio, se requiere la
participacion de varios receptores de superficie de la fibra miocardica: receptores de adenosina
(Al, A3), de purina (P2Y), de endotelina (ET1), de Acetilcolina (M2), adrenérgicos alfa 1 y
beta, de angiotensina II (ATII), de bradiquinina (B2) y de opioides (delta 1 y kappa). En esta
linea, Hanouz y cols. analizaron en estudios in vitro como el precondicionamiento con
halogenados en el tejido miocardico se producia a través de la activacion de receptores de
adenosina Al, alfa y beta, y canales mitocondriales de potasio ATP dependientes. Estos
receptores van a provocar una sefial intracelular mediada por la proteina G, que son los
segundos mensajeros de mayor importancia entre las vias de sefializacion y transmiten el
estimulo desde estos receptores hacia la fosfolipasas C y D iniciando la sintesis de inositol
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) que activaran la liberacion de Ca** desde el reticulo y a
las diferentes isoformas de la PKC. (Zaugg M et al, 2003) (Hanouz JL et al, 2002) (Hu ZY et al,
2009)

La PKC es activada por las proteinas G, fosfolipidos, DAG, Ca**, ROS y NO y genera una sefial
que es transmitida hasta los efectores, los KATP de la mitocondria y del sarcoplasma. La
activacion de la PKC es esencial para muchos autores ya que se considera el mediador comun
de muchas vias involucradas en la cardioproteccion. La cascada contintia con la activacion de
otros intermediarios como la tirosin kinasa ademas de la PKC. Estos sistemas acoplados
estimulan a su vez a las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK). Una vez que han
sido activadas se traslocan al nucleo celular para activar genes especificos que derivan en la
actuacion sobre efectores intracelulares o de membrana KATP (precondicionamiento precoz), o
en la sintesis de la proteina citoprotectora (precondicionamiento tardio) para desencadenar la
cardioproteccion contra el dafio isquémico. (Kunst G et al, 2015) (Uecker M et al, 2003) (Obal
D et al, 2005)



En un modelo de precondicionamiento anestésico se ha descrito el beneficio que producen los
halogenados en la lesion por isquemia-reperfusion, al atenuar tanto la activacion de NF-KB
como la expresion de sus genes, reguladores de la inflamacion durante la reperfusion. Se ha
demostrado como al utilizar sevoflurano, el NF-NK actué como un trigger y mediador, al
regular la proteina de apoptosis Bcl-2 en el periodo de precondicionamiento, y las proteinas

inflamatorias ICAM-1 y TNF-q, en el periodo de reperfusion. (Novalija E et al, 2002)

Existe una amplia evidencia de que la interaccion entre las mitocondrias y ROS actuan como
desencadenantes de la proteccion miocardica. En el inicio de la reperfusion se genera una rafaga
de ROS que contribuye a la depresion miocardica por alteraciones en la homeostasis intracelular
y dafio en la membrana celular entre otros, sin embargo, pequeias cantidades pueden tener
efectos beneficiosos durante la isquemia. En el precondicionamiento con halogenados se
generan bajos niveles de ROS, probablemente a través de la interaccion directa o indirecta del
agente anestésico con el complejo [y / o Il de la cadena de transporte de electrones. Se ha
descrito que la estimulacion de los KATP aumenta la formacion de ROS, que activan mas
proteinas quinasas (PK). Los radicales libres también pueden servir como disparadores para
inducir la apertura de los KATP mitocondriales que, posteriormente, generan ROS adicionales
requeridos para el precondicionamiento. (Novalija E et al, 2002) (Pravdic D et al, 2012)
(Kowaltowski AJ et al, 2001)

1.8.5. Mecanismos de postcondicionamiento

Los mecanismos moleculares del postcondicionamiento podemos separarlos en friggers, vias

intracelulares y efector final comun. (Wagner R et al, 2014)

La activacion de los receptores de adenosina, bradiquinina y opioides, son determinantes del
inicio de la cardioproteccion del postcondicionamiento. Estos son receptores ligados a proteinas
G y su estimulo, genera una cascada intracelular a través de segundos mensajeros, que
finalmente llevan a la proteccion celular mediante un efector final. Las vias intracelulares de
segundos mensajeros implicadas son dos: la via RISK y la via SAFE, y el efector final en el
que confluyen ambas, es el poro de transicion mitocondrial (mPTP). (Lemoine S et al, 2016)

(Xia Z et al, 2016)

Ademas en el postcondicionamiento miocardico inducido por desflurano, la PKC juega un papel

fundamental ya que activa multitud de vias incluidos los KATP. (Lemoine S et al, 2010)
1.8.5.1. Via RISK

La apoptosis de las células miocardicas, estd incrementada durante el periodo de reperfusion.

Hausenloy and Yellon. denominaron "RISK (Reperfusion Injury salvage Kinase) Pathway" , a
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las vias antiapoptoticas ligadas a caspasas, cuya activacion farmacologica durante las fases
tempranas de la reperfusion, limita la lesion inducida por la reanudacion del flujo sanguineo.
Esta ruta enzimatica esta formada por las Fosfatidilinositol Trifosfato Kinasa (IP3 K/ Akt) y la

Protein Kinasa regulada extracelularmente 1/2 (MEK /ERK1/2). (Hausenloy DJ et al, 2004)

El postcondicionamiento inducido por Sevoflurano activa (a través del estimulo de las vias de
IP3 K/Akt y MEK/ERK1/2) a las proteinas Akt, ERK1/2, p70s6 K (70 kDa protein-kinasa S6
ribosomal) y la NOS (Oxido Nitrico Sintetasa).

La p70s6 K inhibiria la activacion de la Kinasa 3p Glicogeno Sintetasa (GSK3beta).El Oxido
Nitrico (NO) producido por la NOS, y la GSK3beta inhibida, inhibirian la apertura mPTP.
(Lemoine S et al, 2016)

El NO tiene un doble efecto cardioprotector, gracias a sus efectos directos de vasodilatacion y
antiinflamatorio y, por otra parte, de manera indirecta inhibe la GSK3beta, y abre los canales
KATP , lo que estabiliza la membrana mitocondrial, disminuye la sobrecarga celular de Ca*" e
inhibe la apertura del mPTP. (Sanada S et al, 2011). Asi, el postcondicionamiento por
Sevoflurano tiene efectos antiapoptdticos gracias a la preservacion de la integridad mitocondrial

a través de la inhibicion de la apertura del mPTP. (Lemoine S et al, 2016)

1.8.5.2. Via SAFE

La via SAFE (Survivor Activating Factor Enhancement) ha sido identificada como una ruta
enzimatica responsable del pre y del postcondicionamiento, independiente de la via RISK. Esta
cascada incluye la activacion del Factor de Necrosis tumoral alfa (TNFa) y el STAT-3 (signal
transducer and activator of transcription -3). E1 TNFa activado en el curso de la reperfusion
parece tener efectos contrapuestos segun su concentracion, ya que a concentraciones elevadas y
mediante su unioén al Receptor 1 (TNFaR1) favorece la apoptosis y la disfunciéon miocardica,
mientras que, a bajas concentraciones en fases iniciales de la reperfusion y, unido al Receptor 2
(TNFaR2), es una via fundamental de cardioproteccié que, ademads, limita la produccion de
TNFa y el efecto nocivo del mismo en las fases tardias. (Xia Z et al, 2016) (Lacerda L et al,

2009)
1.8.6. Estudios en clinica

Los estudios en clinica que han evaluado la administracion del anestésico volatil previo a la
isquemia miocardica han demostrado menor dafio miocardico a través de los niveles de
troponina I y mejor funcion miocéardica. (Belhomme D et al, 1999) (Julier K et al, 2003). Las

consecuencias de este efecto protector son la reduccion de tiempo de estancia en las unidades de
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criticos y una disminucion de la morbimortalidad (Landoni G et al, 2007) (Landoni G et al,

2008).

El grupo de trabajo de De Hert ha realizado multiples estudios comparando pacientes
anestesiados con propofol frente a otros anestesiados con sevoflurano, demostrando mejor
funcion ventricular postoperatoria, menor liberacion de troponina I, menor tendencia en la
mortalidad y menos estancia hospitalaria en el grupo de sevoflurano. Ademas, demuestra que la
duracion de la exposicion al halogenado, comprendiendo los momentos tanto previos como
posteriores al episodio de isquemia, mejora estos resultados. (De Hert et al, 2002) (De Hert et
al, 2003) (De Hert et al, 2004) (De Hert et al, 2009)(Guerrero JL et al, 2013) (Guerrero et al,
2017)

Landoni también publica varios metaanalisis donde muestra reducciones significativas en la
morbimortalidad en los pacientes que pertenecen al grupo de anestésicos volatiles. (Landoni et

al, 2007) (Landoni et al, 2013)

Ballester evalu6 los niveles de estrés oxidativo durante la cirugia cardiaca sin CEC, mediante el
andlisis de la peroxidacion de lipidos y biomarcadores de estrés. FEstos se mantuvieron
constantes en el grupo sevoflurano, mientras que se incrementaron significativamente en el

grupo control que recibié propofol. (Ballester M et al, 2011)

Sin embargo, Xia realizé un estudio sobre 54 pacientes en el que se administraron altas dosis de
propofol (120mcg/kg/min), bajas dosis de propofol (60mcg/kg/min) o isoflurano durante la
bomba. Sus resultados fueron menores niveles de troponina I, un mejor indice cardiaco y
menores requerimientos de inotropicos en el primer grupo en comparacion con los otros dos.
Una explicacion para este hallazgo pudo ser el tiempo de pinzamiento adrtico en todos los
grupos, que superd 80 min. Del mismo modo, Piriou mostré que la administracion de
sevoflurano a 1 CAM durante 15 min antes de la CEC no producia mejores resultados que el
uso de propofol en la disminucion de los marcadores de dano miocardico. Entre las posibles
causas del resultado negativo de este ensayo se incluyen la dosis, que pudo haber sido
demasiado baja, el patron de administracion o el tiempo de administracion, que pudo ser
demasiado corto y/o el periodo de lavado demasiado largo. (Xia Z et al, 2006) (Piriou V et al,
2007).

Nuestro grupo de trabajo prolong6 la administracion de anestésico a las seis primeras horas del
postoperatorio comparando resultados entre el grupo anestesiado con propofol y el anestesiado
con sevoflurano en base a parametros hemodinamicos y marcadores bioquimicos. El resultado
fue que la administracidén postoperatoria de sevoflurano prolongaba los efectos beneficiosos del

precondicionamiento conseguido con halogenados intraoperatorios. Los resultados de este
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estudio sirvieron a este mismo grupo de trabajo para desarrollar un ensayo clinico comparando
tres grupos de pacientes; en el primero de ellos se administré propofol tanto en el
intraoperatorio como en el postoperatorio, en el segundo, se administré sevoflurano
intraoperatorio y propofol postoperatorio y en el tercero sevoflurano durante todo el periodo.
Los requerimientos de inotropicos y los niveles de NT- proBNP y troponina I fueron menores
en el tercer grupo y a su vez, menores en el segundo que en el primero. De esta manera,
concluyen que la administracion de sevoflurano en el intraoperatorio y postoperatorio inmediato
era el régimen terapéutico de mayor beneficio para este grupo de pacientes, probablemente

gracias al postcondicionamiento tardio (Guerrero JL et al, 2013) (Guerrero JL et al, 2013)

Steurer dividio 56 pacientes en dos grupos para comparar la potencia cardioprotectora del
sevoflurano en el postoperatorio de los pacientes en comparacion con propofol, administrando a
ambos grupos propofol en el intraoperatorio. Sus resultados fueron menores niveles de
troponina T en el grupo de sevoflurano aunque sin cambios en los dias de estancia hospitalaria.
De esta forma confirmo que el sevoflurano postoperatorio es cardioprotector y pude ser una
herramienta terapéutica en la prevencion y tratamiento de la isquemia y disfuncion miocardica

postoperatorias. (Steurer MP et al, 2012).

Dos estudios llevados a cabo por el grupo de trabajo de Soro y de Hellstrém no encontraron
diferencias en el grado de lesién miocardica ni en los dias de estancia en UCI u hospitalaria y
probablemente se debiera a que no se mantuvo el inhalatorio durante el tiempo de CEC, ya que
se ha demostrado que solo existian variaciones significativas con el uso intraoperatorio de
sevoflurano en comparacion con el propofol cuando se administré de manera continua (incluida
la CEC) (Soro M et al, 2012) (Hellstrom J et al, 2011) (De Hert SG et al, 2002) (De Hert SG et
al, 2004) (Guerrero JL et al, 2013) (Guerrero et al, 2017)

1.8.7. Enzimas relacionadas con el acondicionamiento

El grupo de trabajo de Guerrero y cols. tras conocer los resultados de estudios previos deciden
realizar un ensayo clinico para evaluar los mecanismos del acondicionamiento y medir los
mediadores que concurrian para conseguir tal efecto. El objetivo primario de este estudio era
explorar el comportamiento de las enzimas involucradas en el acondicionamiento miocardico
con la administracion de sevoflurano durante el intra y el postoperatorio (grupo SS), solo
durante el intraoperatorio (grupo SP) o con el uso de propofol durante el intra y el
postoperatorio (grupo PP) en pacientes sometidos a revascularizacion miocardica sin CEC.
Ademas, entre los objetivos se incluia encontrar una relacion entre el comportamiento de estas
enzimas, el infarto de miocardio y la necesidad de apoyo inotropico en cada grupo. Estos
autores concluyen que el mecanismo por el cual se consiguen las propiedades cardioprotectoras

del sevoflurano es la sobreexpresion de enzimas reguladoras de pre y postcondicionamiento.
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Este grupo refleja un menor daio miocardico en el grupo de sevoflurano intra y postoperatorio
evidenciado por menos niveles plasmaticos de troponina [ y lo relacionan con un aumento en las
concentraciones plasmaticas de receptor de adenosina a las 24 horas en los grupos SSy SP y
con una disminuciéon de los mismos en el grupo PP. Los receptores de membrana desencadenan
la sefial que activara la proteina quinasa G y los grupos enzimdaticos RISK y SAFE. En este
estudio la proteina quinasa G se muestra elevada en el grupo SS, mientras que se encuentra
disminuida en el grupo SP y mas pronunciadamente en el grupo PP. Estos resultados estan en
concordancia con otros donde niveles elevados de adenosina y bradiquinina después del pre y
postcondicionamiento disparan la cascada de la proteccion miocardica. (Guerrero et al, 2017)

(Fox AA etal, 2010) (Lotz C et al, 2015) (Lemoine S et al, 2016)

Segun el mismo trabajo de Guerrero y cols. en el grupo SS se elevaron las enzimas del grupo
RISK mientras que fueron menores en el grupo SP y aun mas significativamente en el grupo PP.
En cuanto a las enzimas del grupo SAFE, especialmente en los niveles de STAT 3, observaron
una disminucion de los niveles entre los basales y a las 24 horas en el grupo SP y especialmente
en el PP y un incremento en el grupo SS, aunque este ultimo no significativo. El NO y o6xido
nitrico sintasa inducible son mediadores del acondicionamiento y mostraron un discreto
incremento en el grupo SS que se podria asociar a una regulacién positiva pero no a una
sobreproduccion deletérea. Finalmente, midieron los niveles de caspasa 3 que se elevan durante
la apoptosis y la muerte celular encontrando diferencias estadisticamente significativas en el

grupo SS pero no en los otros dos grupos. (Guerrero et al, 2017)
1.9. MicroRNA
1.9.1. MicroRNA y control genético postranscripcional

Los microRNAs (miRNAs) son un grupo de pequefios RNAs no codificantes de unos 22-25
nucleodtidos de cadena simple que inhiben la expresion de multiples genes objetivo mediante la
degradacion o inhibicion traslacional de sus RNA mensajeros (mRNA). Se descubrieron
inicialmente en un nematodo en los afios 90 donde se descubrio que el gen lin-4 codificaba un
pequefio RNA responsable de la regulacion de la sincronizacion del desarrollo en nematodos a
través de la supresion de la expresion de la proteina LIN-14. (Porrello ER, 2013) (Lee et al,
1993)

La conservacion evolutiva de estos miRNAs a través de todos los eucariotas, incluidos los
vertebrados se descubrido casi una década después de su descubrimiento en nematodos.
Actualmente se reconoce que el genoma humano contiene mas de 1000 miRNAs y se presume

que, mas de un tercio de los genes codificantes de proteinas del genoma mamifero, estan
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regulados por al menos un miRNA. (Pasquinelli AE et al, 2000) (Reinhart BJ et al, 2000)
(Lewis BP et al, 2005)

Los miRNAs son transcritos por la ARN polimerasa Il como ARNs precursores largos llamados
pri-miRNAs (miRNAs primarios), que son procesados secuencialmente por enzimas en el
nucleo y el citoplasma para generar miRNAs maduros de aproximadamente 22 nucledtidos de
longitud. Los pri-miRNAs se escinden en el nticleo por la endonucleasa RNasa Il Drosha, que
se asocia con la proteina de union a ARN bicatenario DGCRS8 y otros cofactores, para producir
miRNAs precursores (pre-miRNAs) de aproximadamente 70 nucle6tidos con forma de horquilla
caracteristica. Estas horquillas se transportaran al citoplasma donde otra endonucleasa RNasa 111
llamada Dicer, los escindira para liberar miRNA de 22 nucledtidos de cadena doble. Una de
estas cadenas se convertira en el miRNA maduro y la otra generalmente, aunque no siempre,

sera rapidamente degradada. (Bartel DP, 2009) (Yang JS et al, 2011)

Algunos miRNA que se conocen como mirtrons pueden pasar por alto el procesamiento de

Drosha y el pre-miRNa se genera directamente mediante el empalme de secuencias intronicas

(Okamura K, 2007)

La cadena de miRNA maduro se une a proteinas de la familia argonauta formando complejos
RNA-proteinas llamados RISC (RNA-Induced Silencing Complexes: complejos de
silenciamiento inducidos por ARN). Estos complejos silencian de forma especifica los RNA
mensajeros que contienen una secuencia complementaria a la del miRNA guia. La asociacion de
miRNA con su mRNA objetivo generalmente resulta en la degradacion del RNAm y/o la
inhibicion de su traduccion, sin embargo, se han publicado algunos casos de activacion de la
traduccion. El principal determinante de la union es el apareamiento de los nucleotidos 2-7 en el
extremo 5' del miRNA maduro (conocido como la region semilla) y el mRNA objetivo (Bartel
DP, 2009) (Vasudevan S et al, 2007). Los miRNAs regulan negativamente la expresion génica
degradando el mRNA o directamente mediante inhibicion traslacional, aunque la evidencia
actual sugiere que el mecanismo principal para la represion del gen diana mediada por miRNA
es a través de la desintegracion del RNAm en lugar de la represion traslacional. (Guo H et al,

2010) (Hullinger TG et al, 2012)

Las familias de miRNA se clasifican en base a una region semilla comiin que es compartida por
todos los miembros de la familia y que parece tener en gran parte funciones redundantes. Sin
embargo, las otras regiones del miRNA son también importantes para la especificidad y la

estabilizacion de la union miRNA-mRNA. (Shin C et al, 2010).

Las estimaciones actuales basadas en estudios bioquimicos de identificacion de miRNA

sugieren que un solo miRNA puede interactuar con cientos de mRNA objetivos en una célula,
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aunque la regulacion de genes diana es tipicamente modesta alcanzando de media un 25-50% de
cambios en la expresion. De manera similar, analisis protedémicos indican que la mayoria de los
objetivos son modestamente reprimidos (<2 veces). Sin embargo, a pesar de esta modesta
represion, la redundancia de la regién semilla, la promiscuidad de la interaccion entre los
miRNAs y los transcritos objetivo, la union de un mismo transcrito con diferentes miRNAs, asi
como el potencial para generar multiples RNAs maduros a partir de un mismo precursor permite
una enorme complejidad regulatoria y funcional. (Guo H et al, 2010) (Shin C et al, 2010)
(Hendrickson DG et al, 2009) (Baek D et al, 2008) (Selbach M et al, 2008) (Humphreys DT et
al, 2012)

Como reguladores de la expresion génica, los miRNAs participan en la regulacion de
numerosos procesos fisiologicos y fisiopatologicos. Segln la estadistica, los miRNAs regulan
directamente mas del 30% de los genes que estdn asociados con casi todas las funciones
celulares mayores, incluyendo el crecimiento celular, proliferacion, diferenciacion, migracion y
apoptosis. Varios estudios previos han evidenciado que los miRNAs tienen roles significativos
en enfermedades cardiovasculares que incluyen el dafio miocardico por isquemia-reperfusion
(IR), la hipertrofia miocardica, arritmias e insuficiencia cardiaca. (Chen LJ et al, 2012) (Boon

RA et al, 2015) (Heymans S et al, 2013) (Danielson LS et al, 2013) (Thome JG et al, 2015)

Son numerosos los estudios publicados que asignan a los miRNAs un papel importante en la
proteccion contra el dafio miocardico por isquemia-reperfusion, actuando como reguladores de
la apoptosis de células cardiacas pudiendo ejercer como factores pro o antiapoptoticos. (Zhu H
et al, 2012) (Li P, 2010) (Eisendhart SU et al, 2015) (Hu Q et al, 2016) (Liu Q et al, 2015)
(Glass C et al, 2011)

El miRNA-21 se ha mostrado elevado de forma consistente en la hipertrofia cardiaca y parece
ser relevante en la inhibicién de la apoptosis celular. De hecho, se ha demostrado que varias
dianas del miRNA-21 se encuentran relacionadas con el dafio miocardico por IR como la
fofatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa (PTEN), la proteina de muerte celular programada 4
(PDCD4) y las proteinas sprouty 1 y 2. (Yang KC et al, 2012) (Cheng Y and Zang C, 2010)

El grupo de trabajo de Yang y cols. estudio el papel antiapoptotico del miRNA-21 en ratas y en
células de corazon embrionario de rata denominadas H9C2, sobre las que simularon un dafio por
isquemia reperfusion. Estos autores encontraron que el miRNA-21 tenia un papel antiapoptotico
en el dafio por isquemia reperfusion in vivo y en el dafio por hipoxia-reperfusion in vitro.
Publican que este miRNA puede estimular la via de sefializacion de la Akt, suprimiendo la
expresion de PTEN. Esta actividad incrementada de Akt inhibia la apoptosis celular,
parcialmente mediante la regulacion al alza del ratio Bel-2/Bax, que puede reducir la expresion

de caspasa-3. (Yang Q et al, 2014). Este efecto importante cardioprotector del miRNA-21 se ha
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reflejado en otros estudios con disefios diferentes. Wang compar6 los efectos paracrinos de
células madre de diferentes tejidos y halld6 una superioridad de las células madres
mesenquimales derivadas de endometrio sobre aquellas procedentes de médula 6sea o tejido
adiposo y relaciond esta superioridad con la liberacién de cantidades importantes de miRNA-21
por parte de las primeras asi como una potenciacion de la via de sefializacion de la Akt e
inhibicion de PTEN. El bloqueo de miRNA-21 en este estudio hacia desaparecer los efectos
beneficiosos de estas células, dando aun mas consistencia a estos hallazgos. (Wang k et al,

2015)

En una linea de trabajo similar pero con resultados apuntando en direccion contraria, el grupo de
trabajo de Liu y cols. estudio el miRNA-135a en células H9C2 a las que se provocd una
situacion de dafio por isquemia-reperfusion mediante el uso de peroxido de hidrogeno (H,0,).
Estos autores encontraron los niveles de la proteina Bcl-2 disminuidos en estas células asi como
altos niveles de miRNA-135a. Administrando un inhibidor de este miRNA, vieron como los
niveles de Bcl-2 se elevaban y la apoptosis disminuia y, al contrario, cuando administraban un
simulador de este miRNA, los niveles de Bcl-2 caian y la apoptosis aumentaba. Ademas de esto,
bloquearon en otro grupo de células la Bcl-2 y constataron que entonces el miRNA-135a no
tenia capacidad sobre la apoptosis, de manera que concluyeron que el miRNA-135a regulaba la

apoptosis parcialmente a través de la regulacion de la proteina Bel-2. (Liu N et al, 2017)

El grupo de trabajo de Zhang inoculd miRNA-122 en cultivos de cardiomiocitos de raton,
hallando que este microRNA promovia la apoptosis asi como una regulacion al alza de la
expresion de caspasa-8, rapido desencadenante de la cascada de caspasas, sugiriendo un papel

futuro de esta molécula en la terapéutica del infarto de miocardio. (Zhang ZW et al, 2017).

En esta linea terapéutica Xu estudid en cultivos de cardiomiocitos de rata mediante la
inoculacion de TNFa como aumentaba la apoptosis, relacionando esto con un aumento en la
expresion del factor inductor de la apoptosis (AIF) y una caida en el miRNA-186. Sin embargo,
la administracion de un simulador de miRNA-186 en estas células, las protegia de la apoptosis
mediada por el TNFa, lo que implica, que este miRNA puede ser una diana terapéutica

potencial para prevenir la respuesta inflamatoria asociada al dafio cardiaco. (Xu h et al, 2017)

Baars y cols. estudiaron la relacion entre los miRNA y el postcondicionamiento isquémico en
cerdos anestesiados a los que ocluian temporalmente la arteria coronaria descendente anterior y
o bien liberaban directamente o bien liberaban tras varias aperturas parciales, estimulando
postcondicionamiento isquémico. Encontraron elevados los miRNA-29b, -133a y -146b en
aquellos cerdos con postcondicionamiento. Asociaron un papel biologico s6lo al miRNA-133a,
ya que mostraba un efecto antiapoptotico disminuyendo la expresion del gen de la caspasa

relacionado con la apoptosis (Casp9). Estos resultados son consistentes con estudios previos
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donde la administracion de un imitador de miRNA-133a disminuia la expresion de Casp9,
mientras que su antagonismo elevaba la expresion de este gen. (Baars T et al, 2014) (He B et al,
2001)

Otros autores también han relacionado la elevacion del miRNA-15a estudiada de nuevo en
células H9C2 con aumento de la apoptosis mientras que su inhibicién protegia contra la
apoptosis inducida por isquemia-reperfusion. (Yang Y et al, 2017). En la misma linea que estos
resultados, se ha publicado que la inhibicién del miRNA-128 provoca efectos antiapoptoticos en

el corazon de conejo lesionado por isquemia reperfusion. (Zeng XC et al, 2016)

En un estudio reciente se ha evaluado la elevacion de miRNAs debido a precondicionamiento
isquémico remoto en pacientes anestesiados con isoflurano. Estos autores encontraron una
elevacion en cuatro miRNAs, concretamente miRNA-28, 320, 92a y 21 tras el
precondicionamiento isquémico y lo relacionaron con acondicionamiento miocardico en los
pacientes anestesiados con isoflurano reflejado en menores niveles de troponina postoperatorios.

(Frey UH et al, 2019)

1.9.2. Determinacion de microRNA

Las publicaciones de miRNAs se han realizado generalmente a través de la obtencion de los
mismos mediante microarrays. Esta técnica ha sido ampliamente usada en las dos tultimas
décadas con excelentes resultados por una mayor facilidad, menor requerimiento de personal y
costes mas limitados. Sin embargo, en este estudio buscamos qué miRNAs se relacionan con la
cardioproteccion de estos pacientes que, pueden no coincidir con aquellos conocidos en otras
especialidades médicas o en ciencias basicas y que, usando microarrays no serian detectados,
puesto que esta técnica solo arroja resultados de aquellas muestras para las que se han disefiado
sondas. Asi, necesitamos un analisis completo, es decir una secuenciacion que conseguiremos a
través del método NGS (Next-generation sequencing). En general, englobaremos dentro de esta
técnica todas las tecnologias encaminadas a una secuenciacion masiva a gran escala de acidos
nucleicos. Esta técnica, bastante mas compleja y con costes muy por encima de los microarrays,
permitira detectar aquellos miRNAs que se relacionen con los mecanismos de pre y
postcondicionamiento observados con la administracion de sevoflurano. Una vez detectados con
esta técnica, se podran estudiar en mayor numero de pacientes aquellos miRNAs que sean

significativos, es decir, con un modo de busqueda perfilado.

1.9.3. MicroRNA Yy anestesia
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Varios son los estudios que han mostrado como el isoflurano, sevoflurano y otros anestésicos
pueden influir en la expresion de ciertos miRNA en el higado y las neuronas. Con estos
antecedentes y los conocimientos mas profundos de las acciones del miRNA-21, el grupo de
trabajo de Olson se plantea que el isoflurano protege a los cardiomiocitos del estrés oxidativo a
través de la regulacion al alza de este microRNA. Estos investigadores expusieron
cardiomiocitos neonatales de rata a isoflurano in vifro y también ratones sanos in vivo y
observaron como la cardioproteccion inducida por sevoflurano se correlacionaba con una
elevacion de los niveles de miRNA-21. Ademas el bloqueo de este miRNA, hacia desaparecer
los efectos cardioprotectores de este anestésico. Este mismo estudio, investiga qué miRNA,
ademas del -21 se elevan con este anestésico y destacan la familia del miRNA-30 y el miRNA-
210. Estos miRNA se han relacionado previamente con vias cardioprotectoras. Este mismo
grupo de trabajo posteriormente, investigd como la elevacion de este microRNA debida al
isoflurano conseguia este efecto y vieron como generaba cardioproteccion gracias al aumento de
las vias de la Akt, eNOS y nNOS y ademas, retrasaba la apertura de los mPTP. (Olson et al,
2015)

EL grupo de trabajo de Otsuki y cols. estudian los efectos del sevoflurano en la expresion de
diversos miRNAs en el pulmén de rata tanto sano como dafiado. Para conseguir un pulmoén con
lesion aguda randomizaron las ratas a tres grupos, uno control, un segundo grupo donde se
estimulaba este dafio mediante un lipopolisacarido y un tercer grupo en los que generaban el
dafio y, ademas, administraban sevoflurano. Concluyeron que la elevacion del miRNA-155 esta
relacionada con la lesion inducida por el polisacarido y que, en el grupo donde se administro el

sevoflurano, esta elevacion estaba atenuada. (Otsuki T et al, 2015)

La modificacion en los patrones de expresion de microRNAs se ha estudiado también
comparativamente entre sevoflurano y propofol. Este estudio lo llevo a cabo el grupo de trabajo
de Ishikawa y cols. en el higado de rata sana. Estos investigadores dividieron las ratas en tres
grupos; al primero lo anestesiaron con propofol, al segundo administraron sevoflurano y al
tercero no le administraron ninguno de estos dos farmacos, usandolo como control. Las
conclusiones de estos autores apuntan a que, efectivamente, los farmacos empleados en la
anestesia de estos pacientes, influyen en la expresion de los miRNAs formando un patrén

caracteristico. (Ishikawa M et al, 2012).

2. Hipotesis

Los niveles de miRNAs en el suero de pacientes expuestos a sevoflurano en el intra y

postoperatorio de cirugia de revascularizacion miocardica sufren variaciones. Ademas, el efecto
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cardioprotector de esta exposicion del sevoflurano esta relacionada con las variaciones en los
niveles de miRNAs cardioprotectores, que pueden coincidir con los evidenciados previamente
en modelos animales, y validados in vitro (let7b, 139-5b, 487b, 125b). Nos basamos en estudios
previos de este grupo de trabajo realizados en clinica donde observamos un beneficio en el uso

de anestésicos halogenados planteandonos un estudio retrotraslacional.

3. Objetivos

1. Analizar cuales son los microRNAs (cardioprotectores) que varian cuando se administra
sevoflurano en el intra y postoperatorio a pacientes de elevado riesgo de cardiopatia isquémica
que se intervienen de cirugia coronaria, frente a aquellos que fuero anestesiados con propofol

durante el mismo periodo.

2. Utilizar una técnica cuantitativa para medir la variacién de los miRNAs cardioprotectores en
pacientes de elevado riesgo isquémico que se exponen al sevoflurano intra y postoperatorio

como medida de pre y postcondicionamiento.

3. Intentar correlacionar los niveles de expresion de varios microRNA en suero de pacientes de

alto riesgo con la morbimortalidad de los mismos.

4. Material y métodos
4.1. Diseiio del estudio

Ensayo clinico en fase IV, controlado y aleatorizado, con enmascaramiento doble ciego,
realizado en el Hospital Universitario Virgen de la Victoria. Este ensayo clinico, aprobado en el
Comité de Etica, esta divido en dos partes; en la primera, se hara un analisis inicial de los ocho
primeros pacientes mediante secuenciacion NGS (4 pacientes de cada grupo, 8 muestras). En la
segunda parte y, en base a los resultados de la secuenciacion de la primera parte, se analizaran el
resto. Para la realizacion del proyecto de investigacion se necesitardn muestras bioldgicas de
origen humano. Las muestras seran gestionadas por el Biobanco, y serdn obtenidas
exclusivamente previa solicitud del consentimiento informado al paciente, de acuerdo a la
normativa del Comité Etico, para la realizacion del proyecto por el Servicio de Anestesiologia y

Reanimacion, en conjunto con el de Cirugia Cardiaca.
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Ambito del estudio: Pacientes adscritos al Hospital Virgen de la Victoria el cual tiene una
poblacion asignada como Hospital de Atencion Especializada superior a los 470000 habitantes,
distribuida en los Distritos Malaga, Valle del Guadalhorce y Costa del Sol, que integran un total
de 18 Zonas Basicas de Salud.

En esta fase inicial del ensayo clinico se evaluaron en ocho pacientes la variacion respecto a los
valores basales en sangre de los distintos miRNAs, a las 24 horas de su entrada en quiréfano. La
asignacion aleatoria de individuos a uno u otro grupo se realizard mediante el uso del software

estadistico Epidat 4.0® (Sergas, Galicia, Espaiia).

Los pacientes reclutados se dividieron en dos brazos de estudio en base al tratamiento

administrado.

1. Brazo de estudio 1:Anestesia y sedacion postoperatoria con propofol

2. Brazo de estudio 2: Anestesia y sedacion postoperatoria con sevoflurano.
4.2. Poblacion de estudio

Los pacientes reclutables son los pacientes ingresados en el servicio de Cardiologia del Hospital
Virgen de la Victoria pendientes de intervencion de cirugia de revascularizacion miocardica sin

CEC que cumplan criterios inclusion / exclusion.

Todos los pacientes fueron informados del estudio y la naturaleza del mismo, dando el

consentimiento para su participacion.

Criterios de inclusion:

1. Edad mayor o igual a 18 afios.

2. Cirugia de revascularizacion coronaria sin bomba electiva.

3. EUROSCORE II menor de 3%. Esta escala europea estd validada a nivel médico y
cientifico y se considera de utilidad en el perioperatorio de los pacientes que se someten
a cirugia cardiaca. Aquellos que estan debajo del 3% se consideran de riesgo
cardioldgico bajo o moderado en el perioperatorio.

4. Nivel de riesgo anestésico de acuerdo a los criterios de la sociedad americana de

anestesia (ASA) por debajo de 4 (riesgo anestésico moderado-alto).

Criterios de exclusion:

1. Antecedentes de reaccion adversa a los farmacos empleados.
2. Enfermedad severa diagnosticada preoperatoriamente de cualquier o6rgano (pulmon,

higado, rifién).
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3. Cirugia mixta o combinada (que, ademas de la cirugia coronaria, se lleve a cabo alguna
otra en el mismo acto, como una cirugia valvular).

4. Pacientes que presenten inestabilidad hemodinamica, insuficiencia cardiaca o que
precisan, de forma preoperatoria de fArmacos vasoactivos o inotropicos.

5. Paciente en tratamiento con antidiabéticos orales que no hayan cumplido la suspension

previa de al menos 48 horas.

Uso de eufilina/teofilina preoperatorio.

Cirugia de emergencia.

Incapacidad para otorgar el consentimiento informado

o % =N

Embarazo o lactancia
4.3. Protocolo de estudio. Recogida de datos. Plan de trabajo

4.3.1. Protocolo de trabajo:

Los pacientes fueron reclutados en la Unidad de Gestion Clinica de Cardiologia. Una vez
hubieron firmado el consentimiento informado, fueron asignados de forma aleatoria a uno de los
dos grupos. La aleatorizacion se realizo previa entrada al quir6fano manteniendo en cada uno de
ellos el farmaco del grupo del brazo de tratamiento asignado en la unidad de cuidados intensivos
hasta la extubacion del paciente. Se prevé un periodo de reclutamiento de pacientes de 24 meses
para completar ambas fases del ensayo, siendo la duracion del estudio en cada uno de ellos
aproximadamente de entre 2 y 15 dias (registro de alta de la unidad de cuidados intensivos y
hospitalarios), limitando cada uno de los tratamientos a las primeras 12 horas desde el inicio de
su intervencion, hasta su extubacion. En nuestro hospital la media anual de pacientes
intervenido con las caracteristicas de la muestra, esta entre 75-80 pacientes/afio. Los pacientes
objeto de esta primera parte del ensayo fueron reclutados segun lo descrito anteriormente en un

periodo de dos meses y, por tanto, seran los que describamos a continuacion.

El estudio se ha realizado de acuerdo con los principios de la declaracion de Helsinki. Ademas,
se ha desarrollado de acuerdo con los protocolos y con los procedimientos normalizados de
trabajo (PNTs) que aseguran el cumplimiento de las normas de Buena Practica Clinica (BPC),
tal y como se describe en las normas tripartitas de la ICH para la Buena Practica Clinica 1996.
Se enmarca dentro de la estrategia actual de desarrollo de ensayos clinicos independientes,
como estudios de maxima validez cientifica en el campo de la salud. El abandono debe

registrarse en la pagina apropiada del CRD (cuaderno de recogida de datos).

Los motivos para el abandono del paciente por parte del investigador incluyen, pero sin

limitarse a ellos, los siguientes:
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a. No cumplimiento por parte del paciente y/o del investigador de los
procedimientos y directrices del estudio.

b. Retirada voluntaria o cualquier acontecimiento adverso significativo que
comprometa la capacidad del paciente para participar en el estudio.

c. La determinacion del investigador de que continuar no va en el interés del
paciente (por ejemplo, enfermedad o estado intercurrente que requiere el uso de
farmacos o tratamiento prohibido). Todos los procedimientos de terminacion

del estudio deben realizarse en el momento del abandono.

4.3.2. Anestesia y procedimiento quirurgico:

La medicacion cronica del paciente se mantuvo hasta la cirugia, incluida la mafiana de la
misma, salvo aquellos en tratamiento con antidiabéticos orales que fueron sustituidos por

insulina de acuerdo al protocolo hospitalario.

La monitorizacion que se llevo a cabo en estos pacientes fue electrocardiograma continuo de 5
derivaciones, incluyendo la II y la V, la monitorizacion invasiva de la presion arterial mediante
catéter en la arteria radial que, ademas permite la monitorizacion continua del indice cardiaco
gracias al sistema MostCare®, capnografia, pulsioximetria, temperatura faringea, vesical y
sanguinea e hipnosis mediante indice biespectral, BIS (BIS XP®; Aspect Medical Systems,
Newton, MA).

- Grupo 1, anestesia y sedacion postoperatoria con propofol (PP): Se induce anestesia con bolo
de 0.3 mg/kg de etomidato, 4 mcg/kg de fentanilo y, posteriormente, se mantiene a través de
una infusion continua de propofol (Diprivan®; AstraZeneca, Brussels, Belgium) mediante TCI
(” target-controlled infusion”) con una concentracién plasmatica objetivo de 2 mcg/mL y
ajustado segun el monitor de hipnosis BIS.

- Grupo 2: anestesia y sedacion postoperatoria con Sevoflurano (SS): La induccion se realizd
igual que en el grupo PP y el mantenimiento se llevd a cabo con sevoflurano (Sevorane®;
Abbott, Louvain-la- Neuve, Belgium) ajustado por valores de BIS.

El BIS objetivo en estos pacientes es entre 40 y 60, ya que se asegura la hipnosis y se evita la
sobredosificacion. En ambos grupos se utilizé bloqueo neuromuscular de tipo no despolarizante
con cisatracurio (Nimbex®; Glaxosmithkline, London, UK) con dosis de induccién de a.15
mg/kg y mantenimiento de 1-2 mcg/kg/min. Ademas, se mantuvo en ambos grupos una

perfusion de remifentanilo (Ultiva®; GlaxoSmithKline, Genval, Belgium) intravenoso como
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opioide de eleccion a un ritmo entre 0.1 - 0.2 mecg/kg/min y con uso de bolos puntuales segiin
las necesidades quirtrgicas y el criterio del anestesidlogo.

Las técnicas quirurgicas decididas y empleadas por el cirujano fueron las habituales en su
practica clinica sin que existieran maniobras de precondicionamiento en ninguna de ellas. Los
pacientes al finalizar la cirugia, fueron trasladados a la unidad de cuidados criticos
postquirtrgicos o Reanimacion como es practica habitual. En esta unidad se mantuvieron
sedados con el farmaco del grupo al que pertenecian, protocolizandose un periodo de sedacion

de seis horas con posterior extubacion siempre que se reunieran las condiciones necesarias.

En Reanimacion, los pacientes que pertenecian al grupo PP, se mantuvieron propofol mediante
infusion TCI en torno a 1.5mcg/mL de concentracion plasmatica y ajustada segun los
parametros de BIS, en este caso entre 60 y 70. El grupo SS, la sedacién se llevd a cabo con
sevoflurano gracias al dispositivo AnaConDa© (Anaesthetic Conserving Device, ACD; Sedana
Medical, Uppsala, Sweden) con un end-tidal objetivo en torno al 0.5%-0.7% y ajustado para

valores similares de BIS.

4.3.3. Determinacion de variables hemodindmicas.

La medicion continua del gasto cardiaco se hizo mediante MostCare® (MostCare Up®; Vigon,
Ecouen, France), anotando los valores de indice cardiaco, indice de volumen sistdlico y
saturacion venosa central. El resto de constantes hemodinamicas a registrar, frecuencia cardiaca,
tension arterial media y presion telediastélica de ventriculo derecho se registraron previas a la
anestesia general (basal) , tras anestesiar e intubar al paciente, posterior al bypass coronario y a

las 6, 12, 24 y 48 horas tras el inicio de la cirugia cardiaca.

4.3.4. Analisis bioquimico:

e Hematimetria
e Bioquimica: troponina [, CK (y CKMMB), NT-pro BNP y Proteina C reactiva (PCR).
e (Gasometria arterial: PaO2, PaCO2, PH, EB y lactato.

Estas determinaciones se haran previas a la anestesia general, tras anestesiar e intubar al
paciente y, posterior al bypass coronario, a las 6, 12, 24 y 48 horas del inicio de la intervencion,

a excepcion del NT- proBNP que solo se recogera basal y a las 24 horas.

Las variables principales del estudio fueron:

CODIGO

PACIENTE NATURALEZA ESCALA DE MEDIDA | TIPO

CKMMB CUANTITATIVA U/L INDEPENDIENTE
TROPONINA I CUANTITATIVA ng/mL INDEPENDIENTE
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PCR CUANTITATIVA mg/L INDEPENDIENTE

NT-PROBNP CUANTITATIVA pcg/mL INDEPENDIENTE

INDICE .

CARDIACO CUANTITATIVA L/min/m INDEPENDIENTE
CUALITATIVA

ARRITMIAS DICOTOMICA SI/NO INDEPENDIENTE

DIAS DE ,

ESTANCIA EN UCI CUANTITATIVA DIAS INDEPENDIENTE

DIAS DE

ESTANCIA EN CUANTITATIVA DIAS INDEPENDIENTE

HOSPITAL

VALORES , .

MICRORNA CUANTITATIVA Numero de copias INDEPENDIENTE

MORTALIDAD CUANTITATIVA % INDEPENDIENTE

4.3.5. Enzimas involucradas en efectos beneficiosos

Las muestras sanguineas se extrajeron de venas antecubitales y almacenadas en tubos (BD
vacutainer, London, UK), previamente a la cirugia y a las 24 horas postoperatorias. Esta sangre
se sometio a centrifugacion a 4000 rpm durante 15 minutos e inmediatamente congeladas hasta
su analisis a través de kits de inmunoassays (serina/treonina proteina kinasa (Akt), factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), proteina kinasa regulada extracelularmente (ERK '%) y caspasa
3).

4.3.6. Metodologia para la determinacién de miRNAs

Inicialmente, se ha hecho la determinacion de secuenciacion genética mediante NGS de los 4
primeros pacientes de cada grupo como hemos descrito para, posteriormente y, sobre las
variaciones observadas, realizar las determinaciones cuantitativas de los miRNA que hayan

alcanzado variacion significativa.

Estudio por secuenciacion masiva de la poblacion de RNA (miRNA).

Se extrajo el miRNA con un kit especifico (miRCURYTM RNA Isolation Kit- tissue and
biofluids; Exiqon). Una parte se utilizo para la realizacion de una secuenciacion de librerias de
miRNA (Centro de Supercomputacion y Bioinnovacion. Universidad de Malaga) para estudiar
el patron de expresion de miRNA (n=8). Otra alicuota se utiliz6 para los analisis de
confirmacion de los resultados obtenidos a partir de los resultados de secuenciacion mediante rt-
PCR. Se obtuvo el cDNA con el kit Universal cDNA Synthesis (Exiqon). Se valido la calidad
de la extraccion y RT mediante un panel QC (miRCURY LNATM Universal RT miRNA PCR,
16 Ready-to-Use miRNA QC PCR Panels) en un Applied Biosystems Fast 7500 (miRCURY
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LNA™ Universal RT miRNA PCR, with synthetic RNA spike-in templates for gPCR control
(UniSp2, UniSp4, UniSp5 RNA Spike-in template mix and cel-miR-39-3p RNA Spike-in
template). Con los spike-in UniSp2, UniSp4 UniSp5 se evaluara la eficiencia de extraccion, con
los spike-in cel-39-3p y UniSp6 se evaluard la sintesis del cDNA y el con el spike-in UniSp3 la
reaccion de PCR).

Estudio de la calidad del RNA extraido para la ultrasecuenciacion.

Una vez extraidas las diferentes muestras de miRNA, el RNA debia cumplir unos
requerimientos minimos de cantidad y de calidad para ser usadas en el proceso de
secuenciacion. Se analizaron la calidad usando el sistema de electroforesis on-a-chip con el
equipo Bioanalizador 2100 (Agilent). Las muestras se cuantificaron con métodos fluorimétricos
con el fluorimetro Qubit (Life Technologies) y se guardaron en alicuotas a -800C hasta su

procesado.

Una vez preparadas las librerias de miRNA, se realizo la secuenciacion con el equipo NextSeq
550 (Illumina). Esta plataforma de secuenciacion usa la tecnologia de secuenciacion por sintesis
(SBS) de Illumina teniendo dos configuraciones de carrera: la carrera High, que genera 400
Millones de lecturas simples (800 Millones de lecturas pareadas) y la configuracion Mid, que
genera 130 Millones de lecturas simples (260 Millones de lecturas pareadas). Este equipo
permite secuenciar aproximadamente 30 muestras de miRNAs por carrera (High) para obtener
un minimo de 5-10 millones de lecturas por muestras. Como control interno de secuenciacion
incluimos en cada carrera aproximadamente el 1% del control PhiX para verificar el correcto
funcionamiento en los pasos de generacion de cluster, secuenciacion y tasa de error en el
alineamiento. La técnica garantiza que el 75% de las lecturas tienen indices de calidad >Q30.

Realizaremos una secuenciacion simple 1x 50-75pb en el caso de los miRNAs.

Valoracion experimental de la expresion de miRNA mediante RT- qPCR.

Se analizé la expresion de 8 miRNAs en las mismas muestras (n=4) mediante RT-qPCR
(validacion técnica), usando el kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription y siguiendo las
instrucciones del fabricante (ThermoFisher Scientific Inc, Waltham, MA). Se evalud la
expresion de miRNAs mediante PCR a tiempo real usando sistema de reaccion en cadena de la
polimerasa Biosystems 7500 Fast Real Time. (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las
reacciones se llevaron a cabo por duplicado para todos los miRNAs ysando TacMan TM
MicroRNA Assay (Thermo Fisher Scientific Inc,Waltham, MA): hsa-miR-197-
3p (Ref: 477959 miR), hsa-miR-708-3p (Ref: 479162 miR), hsa-miR-636

(Ref: 478185 _miR), hsa-miR-4685-3p (Ref: 479921 miR), hsa-miR-296-
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3p (Ref: 478790 _miR), hsa-miR-3199 (Ref: 479674 miR), hsa-miR-

294 (Ref: 478693 miR) and hsa-miR-3176 (Ref: 478016_miR). El valor limite (Ct) para cada
muestra se normalizd con la expresion de hsa-miT-126-5p (Ref:477888 miR). Los software
SDS 2.3 y RQ Manager 1.2 (Applied Biosystems, Foster City,CA) se utilizaron para analizar los

resultado con el método Ct comparativo (2-DCt).

4.3.7. Acontecimientos adversos

Estaba prevista la comunicacion de todo acontecimiento adverso que se detectara durante el
desarrollo del protocolo clinico asi como la recogida de informacion sobre acontecimientos
adversos no graves en forma tabulada al final del protocolo o coincidiendo con los analisis
intermedios cuando éstos estuvieran previstos, sin embargo, no se han registrado tales

acontecimientos.

4.3.8. Analisis estadistico

Analisis de datos de expresion génica de miRNA utilizando la técnica RNA-seq.

Se realizd6 un analisis bioinformatico para determinar qué miRNAs se encuentran
diferencialmente expresados entre los distintos grupos de pacientes a comparar. El proceso de

analisis implico varias etapas:

1.- Preprocesamiento de los datos de lecturas para eliminar de los datos de lecturas aquellos
nucleétidos de baja calidad, que pertenecian a los adaptadores de la técnica o que procedian de
alguna fuente de contaminacion. Para esta etapa utilizamos un software desarrollado en la
Plataforma Andaluza de Bioinformatica (PAB) denominado SeqTrimNext, que gracias a su
funcionamiento de forma paralela y distribuida agilizo el procesamiento de grandes cantidades

de datos como los procedentes de experimentos de NGS.

2.- Alineamiento de las lecturas a la referencia gendémica, en este caso la ultima version del
genoma humano (hg38) con un pipeline optimizado para la identificacion de distintas isoformas
génicas o el descubrimiento de nuevos genes, TopHat, que es capaz de reconocer los sitios de
procesamiento exon-intron. El nivel de expresion se reportd en formato RPKM (lecturas
mapeadas por millon). Para el miRNA, se realizo el alineamiento de las lecturas a la referencia,
en este caso la tltima version de las bases de datos de miRNA (http://www.mirbase.org/) con un
pipeline optimizado para el alineamiento tanto a la forma inmadura como a la forma madura de
los distintos miRNA, TopHat. El nivel de expresion se reportd en forma de niimero de lecturas

mapeadas.
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3.- En la tercera etapa se compararon los distintos grupos de datos para obtener aquellos genes
con expresion diferencial. Este proceso implico la normalizacion previa de los datos de

expresion y la comparacion de los grupos de datos.

4.- El resultado final fue una lista con los distintos genes o miRNA diferencialmente expresados
que cumplen una serie de requisitos previos como son: estabilidad entre la poblacion, nivel

minimo de expresion y significancia estadistica.

Los resultados de estos experimentos estan disponibles publicamente en el archivo de lectura

(SRA) de 1a NCBI bajo el nombre (NCBI PRINA594742).

Analisis del resto de datos.

Para el resto de andlisis estadisticos, se usaron las técnicas estadisticas descriptivas usuales
(prueba t de Student, Fisher o Man-Whitney U para el analisis entre grupos). Para las
comparaciones de mas de 2 grupos, se utilizé el analisis por ANOVA o Kruskal-Wallis. Para el
estudio de la correlacion entre las variables cuantitativas se realizd la prueba de Spearman.
También se procedié con un analisis de regresion lineal multiple, para estudiar la presencia o
ausencia de colinealidad entre variables para determinar la validez de las correlaciones
bivariadas. En cualquier caso, el nivel de rechazo de Ho fue de 0,05. Todos los datos se

expresaron como media £ desviacion estandar a menos que se indique lo contrario.

4.4. Anexos del material v métodos

- Anexo 1. Aprobacién del Comité de Etica del Hospital Universitario Virgen de la
Victoria
- Anexo 2. Consentimiento informado

- Anexo 3. Protocolo de recogida de datos
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Anexo 1. Aprobacion del Comité de Etica del Hospital Universitario Virgen de la Victoria
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U Ghorws Lungue Ferndndez, como Secretarla del Comitd de Etica de fa Investigacion Provincial do Mélaga.

CERTIFICA
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a axprasion de microRNAs en paclentes sometidos a cirugia cardfaca tratados ©

“FRO"‘“MO'T"(‘;‘R"F*M«_M«: Identificackin de micraRNAS relacionados con el fecto cardioprotector

PROTOCOLO ucgra;ﬁmm;ca Andaliza parz la Investigacion de Mélaga en Biomedicina y Salud, FIMABIS
i 0 Fecha: 04022016

g:’;f'H‘;g chl ( w;s::am 10 Fecha: 040272016

Version 1.0 Fecha: Ganaraiag. 0 IO 86 Muestras bioldgcas, eic).
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indemn zacion por cafios y perjuicks que gueda suffr el particpante.
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respaneables de las irsbiuciones cornespondientes,
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Que en dicha rounide se oumalieron los recuisiies estahiscicos an la legkslacidn vigene ~Real Decrelo
1080201 3 — para que la decisidte cel atado CElm s2a valda,

Oue o CElm Provincia: ds Malaga, :enta en st comgosickin como €1 sus pracedimigntes, cumple ¢on las
normas de BPC (CPMPACHI13585) y con a legislacion vgente que regule su funcionamiento, y Jue 1a
Lo posician caf CE'm Provineial de Mé&aga es ka incicaca en & anexo |, lenienco en cuenla que sn ll caso de
que 2/gun miembro sarlicpe en & ensayo o decare algin conflico da intarés no haard parlicpado en
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Hoja de informacion al participante y documento de consentimiento informado

Titulo del estudio: “Evaluacion del efecto beneficioso del uso de sevoflurano
en comparacion con el uso de propofol en cirugia cardiaca..”

Centro del estudio: Hospital Virgen de la Victoria

Lea detenidamente este documento

Le invitamos a participar en un estudio de investigacion. Antes de que se decida a
participar, es importante que entienda por qué se realiza esta investigacion y en qué
consistira. Si algo no esta claro o si desea mas informacién, puede hacernos todas
las preguntas que quiera. Estamos a su disposicién para responder a cualquier
pregunta que tenga, ahora o en cualquier momento durante el estudio.

¢ CUAL ES LA FINALIDAD DEL ESTUDIO?

Los estudios de investigacion se realizan para encontrar la mejor manera de tratar a
los pacientes. En los estudios de investigacion pueden evaluarse farmacos u otro
tipo de tratamientos.

En este estudio se comprobara el efecto que tiene el sevoflurano respecto al
propofol, sobre los distintos marcadores de proteccion miocardica. Ha sido
seleccionado para este estudio porque va a ser sometido a cirugia de
revascularizaciéon miocardica sin CEC necesitando posteriormente sedaciéon hasta
su extubacion en la unidad de Reanimacion.

La finalidad de este estudio de investigacion es evaluar el posible beneficio
del sevoflurano en el perioperatorio de los pacientes sometidos a
revascularizacion miocardica sin bomba.

El sevoflurano es un farmaco usado desde hace mas de 15 afios en la labor rutinaria
de un anestesidlogo, es un farmaco hipnético. Es un farmaco muy seguro, y de uso
muy extendido en la préactica clinica diaria.

El propofol es un farmaco usado desde hace mucho tiempo como hipnético por parte
de los anestesidlogos de los distintas partes del mundo. Asimismo, es un farmaco muy
usado, y con un perfil de seguridad comprobado.

Un comité ético de investigacién clinica independiente ha aprobado el estudio.

Se le ha pedido que participe en este estudio porque le han diagnosticado lesiones en
sus arterias coronarias que hacen necesario que usted necesite que se le practique
cirugia de revascularizacién miocardica en principio sin circulacion extracorpoérea,
siendo ademas un paciente de riesgo bajo-moderado para todo el procedimiento.
Creemos que el tratamiento con sevoflurano podria ser eficaz para disminuir la
respuesta oxidativa (asociada al dafio del miocardio) y disminuir su instancia en la
unidad de cuidados intensivos y hospitalarios, respecto a la técnica habitual con
propofol y por eso le invitamos a participar en el estudio.
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En el estudio participaran alrededor de 100 pacientes.

Mientras participe en este estudio, no podra participar en ningun otro estudio de
investigacion médica.

¢ QUE TRATAMIENTO RECIBIRE?
En este estudio hay tres grupos de tratamiento.

e Propofol en el intraoperatorio y postoperatorio.
e Sevoflurano en el intraoperatorio y postoperatorio.
e Sevoflurano en el intraoperatorio y propofol en el postoperatorio

Durante el estudio, usted no sabra a qué grupo de tratamiento le han
asignado. La hipnosis en el grado necesario en el intra y postoperatorio esta
controlada y asegurada a través de los monitores disefiados para ello.

¢ COMO SE DECIDIRA S| RECIBO PROPOFOL , SEVOFLURANO O SEVOFLURANO Y
PROPOFOL?

Cada paciente al que se permita participar en el estudio sera asignado a un
grupo al azar (aleatoriamente), como al lanzar una moneda al aire. La
probabilidad de que usted reciba sevoflurano o propofol es del 33% (1 sobre 3).

¢ QUE SUCEDE CON LA MEDICACION QUE TOMO Y LA CIRUGIA QUE SE ME VA A
REALIZAR?

No existen interacciones, ni contraindicaciones de ningun tratamiento que usted
toma, ni afecta la cirugia 0 niumero de vasos que se les van a revascularizar.

¢ QUE SUCEDERA DURANTE EL ESTUDIO?

Se le sacaran determinados marcadores a través de analiticas, aprovechando los
controles habituales que se realizan a los pacientes, que como usted, se someten a
este tipo de intervencion, ninguna de las dos posibilidades de sedacién variara
nuestro protocolo de trabajo habitual y medidas a tomar ante las distintas
situaciones que se puedan dar en el perioperatorio.

¢ QUE PROCEDIMIENTOS SE REALIZARAN S| ACEPTO PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?

Visita de seleccion: Tendra que realizar una visita de seleccidon. En ella, una vez
que haya firmado el documento de consentimiento para participar, el médico del
estudio revisara su historia clinica. Si cumple los requisitos necesarios para entrar
en el estudio se le comunicara que ha sido seleccionado. Las visitas duraran unos
30 minutos.

¢ QUE PROCEDIMIENTOS SE REALIZARAN DURANTE EL ESTUDIO?

Se haran las pruebas y los procedimientos descritos a continuacion:
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¢ Monitorizacion de la funcion cardiaca a través de un monitor de gasto
cardiaco.

e Extraccion de sangre: Le introduciran una aguja en una vena del brazo para
extraerle sangre. Se realizaran las determinaciones habituales para su
seguimiento incluyendo 2 determinaciones extraordinarias:

- Esta sangre se utilizara para comprobar su estado general de salud y
diversas mediciones bioquimicas
= La cantidad total de sangre extraordinaria, extraida a cada paciente
durante todo el estudio sera de aproximadamente 40 ml.
= Puede que, en algunos casos, haya que repetir la extraccion de sangre.

= Analisis de orina

¢ TENGO QUE HACER ALGO ANTES O DESPUES DE LA INTERVENCION RELACIONADO
CON EL GRUPO DE ESTUDIO?

Si decide participar en este estudio, se compromete a que se le administre como
farmaco hipnotico el que se le adjudique en la aleatorizacion. No tendra que realizar
ninguna modificacion en su tratamiento antes ni después de la cirugia relacionada con
el grupo al que esté asignado.

¢ HABRA ALGUNA DIFERENCIA EN CUANTO A SEGURIDAD, DOLOR O NIVEL DE

CONCIENCIA ENTRE AMBOS GRUPOS?

Cualquiera de los dos grupos, recibe farmacos completamente seguros y de practica
clinica habitual siendo de eleccién del anestesidlogo, asegurando los dos su
hipnosis y por lo tanto que usted no sea consciente de lo que esta sucediendo, esto
lo controlamos a través de monitores fiables que registran su actividad cerebral. En
ambos grupos se ponen protocolos analgésicos similares, no influyendo el tipo de
anestesia recibida para ello, asegurandole el tratamiento intensivo para que usted
no sufra dolor.

(',CUI-'\LES SON LOS POSIBLES EFECTOS SECUNDARIOS?
Posibles efectos secundarios del medicamento/tratamiento:

Ampos farmacos tienen un perfil seguro los efectos secundarios aunque todos los
medicamentos pueden causar efectos no deseados, denominados efectos
secundarios.

Los Efectos secundarios observados con mayor frecuencia con la
administracion de propofol incluyen:

* Sensacion de dolor mientras se le esta administrando la inyeccion para inducir la
inconsciencia.
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* Descenso de la tension arterial.

* Cambios en su patrdn respiratorio.

* Algunas contracciones nerviosas y agitacion.

* Raramente, reacciones alérgicas.

Su anestesista monitorizara estos efectos vy, si se producen, usted sera tratado en
consecuencia.

Los efectos secundarios observados con mayor frecuencia con la
administracion de Sevoflurano incluyen:

Se han observado nauseas y vomitos en el periodo postoperatorio, secuelas
comunes de la cirugia y la anestesia general, que pueden ser debidas a la anestesia
por inhalacion, a otros agentes administrados durante o después de la operacion, y
a la respuesta del paciente al procedimiento quirurgico.

Las reacciones adversas mas notificadas son las siguientes:
En pacientes adultos: hipotension, nauseas y vomitos;

En pacientes ancianos: bradicardia, hipotension y nauseas

Efectos secundarios de las pruebas realizadas:

Extraccion de sangre: la extraccion de sangre puede causar un hematoma en el
lugar de penetracion de la aguja en la piel. Algunas personas se desmayan y, en
casos raros, pueden producirse infecciones.

¢ CUALES SON LAS VENTAJAS DE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?

La participacion en este estudio puede ayudarle a mejorar su situacion cardiaca y
disminuir el numero de dias en la unidad de cuidados intensivos y en el hospital,
aunque no podemos garantizarle que vaya a obtener alguno de esos efectos
beneficiosos. Puede ocurrir también que no obtenga ningun efecto beneficioso. Es
posible que su participacion en el estudio ayude a futuros pacientes.

¢ QUE OTROS TRATAMIENTOS HAY?

En lugar de participar en este estudio, puede optar por recibir el tratamiento habitual.
Aunque en la practica clinica diaria se utilicen ambos farmacos de manera habitual
para el intraoperatorio y postoperatorio siendo por lo tanto la utilizacién de los
mismos lo normal durante el intra y postoperatorio. El anestesista del estudio
respondera a todas las preguntas que quiera hacer sobre ellos.

Si decide no participar en este estudio, la asistencia médica que reciba de los
médicos responsables de su tratamiento no cambiara y vigilaran estrechamente su
salud.
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¢ QUE TENGO QUE HACER?
Mientras participe en el estudio, debera hacer lo siguiente:

e Facilitar informacion correcta y exacta sobre sus antecedentes médicos y
sobre su enfermedad actual.
e Comunicar al médico del estudio cualquier problema de salud que tenga.

e Comunicar al médico alergias y reacciones ante la exposicion a cualquier
farmaco anestésico.

¢ No participar en otros estudios de investigacién médica.

ASPECTOS ECONOMICOS DEL ESTUDIO

Los profesionales que participan en el mismo, incluido el investigador, no seran
remunerados por realizar este estudio.

El paciente no recibira remuneracién alguna por participar en este estudio.

¢ QUE OCURRIRA CON LA INFORMACION QUE SE RECOJA SOBRE Mi?

El médico del estudio conservara durante al menos 15 afios sus registros médicos
personales y una lista en la que se vinculara el nombre de cada paciente con su
cbédigo numerico.

Las autoridades sanitarias, los miembros de los comités de ética y los empleados
del centro del estudio tendran acceso a esta lista y podran comparar y verificar la
informacion obtenida sobre usted en el estudio con la contenida en sus registros
médicos. Su historia clinica no se haré publica, en la medida en que lo permita la
ley. Al firmar este documento, autoriza el acceso directo a sus registros medicos por
parte de las personas que tengan motivos legitimos para consultarlos.

Puede concertar una cita con el medico del estudio para consulta, cancelacién o
rectificacion de la informacién obtenida sobre usted, asi como solicitar que se
corrijan los posibles errores conforme a la Ley 15/1999 de Proteccion de Datos
Personales

¢ QUE OCURRIRA S| CAMBIO DE OPINION?

Su participacion en este estudio es voluntaria. No esta obligado a participar.
También puede decidir participar ahora y cambiar de opinion mas tarde, l6gicamente
hasta el momento en el que se le vaya a anestesiar. Su decisién no afectara a su
asistencia habitual. No influira en que usted reciba la asistencia, los medicamentos y
el equipo que deba recibir.

El médico del estudio podra retirarle de éste en cualquier momento, con o sin su
conformidad. Esta decision se tomara si:

e Por motivos médicos, lo mejor para usted es dejar de participar en el estudio.

e Se cancela el estudio.
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¢ CON QUIEN DEBO PONERME EN CONTACTO PARA SOLICITAR MAS INFORMACION?

Si tiene alguna duda acerca del estudio, péngase en contacto con:
Dr. José Luis Guerrero Orriach
Investigador
Teléf.: 653387201

Si considera que este estudio le ha causado algun dano, pongase en contacto
con:

Dr. José Luis Guerrero Orriach
Investigador

Teléf.. 6563387201

Si tiene alguna duda sobre sus derechos como paciente que participa en un
estudio de investigacion, pongase en contacto con:

Dr. José Luis Guerrero Orriach
Investigador

Teléf.: 6563387201
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Si da su consentimiento, lea el texto siguiente y firmelo.

Este documento de consentimiento contiene informacién importante. Le ayudara a
decidir si desea participar en este estudio. Si aun tiene alguna pregunta, hagasela al
meédico 0 a un miembro del personal del estudio antes de firmar este documento.

Consentimiento para participar en el estudio
e He leido esta informacion.
e Se haredactado en un idioma que puedo leer y comprender.
¢ Me han explicado este estudio.

 Han respondido a todas mis preguntas sobre el estudio, los posibles riesgos,
los efectos secundarios y la administracion de la medicacion del estudio a mi
entera satisfaccion.

e De acuerdo con esta informacién, accedo voluntariamente a participar en
este estudio.

Recibira una copia firmada de esta hoja de informacion al participante y documento
de consentimiento informado.

Nombre completo del participante (en mayusculas)

Firma del participante Fecha dd-MES-aaaa

Nombre y apellidos de la persona que obtiene el
consentimiento (en mayusculas)

Firma de la persona que obtiene el consentimiento Fecha dd-MES-aaaa

Cuando el sujeto o su representante legal no sepan leer o escribir, es obligada la
presencia de al menos un testigo imparcial. El testigo imparcial debera estar
presente durante toda la conversacion sobre el consentimiento informado.
Cualquier otro uso del testigo (p. ej., sdlo testigo de la firma) debe figurar
expresamente en el DCI.
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Declaracion del testigo imparcial (obligatoria cuando el sujeto o su
representante legal no sepan leer o escribir)

Confirmo que se ha explicado debidamente al paciente o a su representante legal la
informacion contenida en el documento de consentimiento y que aparentemente la
ha comprendido, y confirmo que el paciente o su representante legal han otorgado
voluntariamente su consentimiento.

Nombre y apellidos del testigo imparcial (en mayusculas)

Firma del testigo imparcial Fecha dd-MES-aaaa
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FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO

Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia

DOCUMENTO DE INFORMACION PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO PARA INVESTIGACION
BIOMEDICA

Este documento sirve para que usted otorgue su consentimiento para donar sus muestras bioldgicas, o las del sujeto al que
representa, al Biobanco indicado, establecimiento publico, sin animo de lucro, dependiente de la Consejeria de Salud/del Servicio
Andaluz de Salud, que acoge colecciones de muestras biologicas concebidas con fines diagnésticos o de investigacion biomédica y
organizadas como una unidad técnica con criterios de calidad, orden y destino, donde serén conservadas hasta que se agoten por
su uso, salvo que usted solicitara su eliminacion. Las muestras bioldgicas son un excelente elemento para la investigacion de
enfermedades. A través de dichas investigaciones se podrén obtener datos que permitiran mejorar el conocimiento sobre la
aparicion, desarrollo y tratamiento de multitud de enfermedades.

Esta hoja de informacion puede contener palabras que usted no entienda. Por favor, pidale al profesional sanitario que le explique la
informacion que no comprenda. Témese el tiempo necesario para decidir si quiere o no donar su muestra biologica y consulte a
personas de su confianza si lo desea. Para consultas que desee plantear posteriormente, podré dirigirse al Biobanco del Sistema
Sanitario Publico de Andalucia. Direccion: Parque Tecnolégico Ciencias de la Salud. Centro de Investigacion Biomédica. Avda. del
Conocimiento s/n - 18100 Armilla - Granada - Espafia - Correo electronico. biobanco.sspa@juntadeandalucia.es

Las muestras biolégicas donadas y sus datos clinicos asociados se utilizaran de conformidad con lo establecido en la Ley 14/2007,
de 3 de julio, de Investigacion biomédica (en adelante Ley de Investigacion biomédica).

Es posible que la informacion obtenida de las investigaciones en las que se utilicen sus muestras no le genere un beneficio directo,
pero habra contribuido al avance de la medicina y del conocimiento de diversas enfermedades, lo que supondra, sin duda, un
beneficio para la sociedad.

La donacion es voluntaria y altruista, por lo que usted no tendra derecho alguno sobre los resultados que pudieran derivarse de las
investigaciones que se lleven a cabo con dichas muestras, de conformidad con la normativa vigente. Su decision de donar o no, no
afectara negativamente a su asistencia sanitaria.

Existe un apartado en el consentimiento en el que podra decidir si quiere que sus muestras se conserven de forma codificada (en
cuyo caso se identifican con un cddigo que protege su identidad) o anonimizada (eliminandose de forma irreversible toda
vinculacion con su identidad).

Sus muestras y los datos asociados a las mismas solo se cederan a terceros que las utilicen en investigacion biomédica de manera
anonima o disociada. Si, por la naturaleza del proyecto de investigacion en el que se utilizara su muestra se necesitaran datos
clinicos adicionales, el Biobanco coordinaria la obtencion de los mismos, siempre que la muestra no hubiera sido anonimizada.

1. LO QUE USTED DEBE SABER:
1.1. Obtencion de las muestras

Las muestras serén obtenidas durante el procedimiento médico-quirtrgico al que va a someterse o se ha sometido durante su
proceso asistencial, o a través de un procedimiento expreso para obtenerla, segun lo indicado en el apartado del consentimiento
referente a la obtencion de muestras.

En el caso de que usted done las muestras obtenidas durante un procedimiento médico-quirtrgico asistencial, no existe ningtn
inconveniente adicional derivado de la donacion de las mismas.

Si, por el contrario, las muestras fueran extraidas expresamente para la donacion para investigacion biomédica podrian existir
inconvenientes vinculados con la obtencion de las mismas, de las que sera convenientemente informado en la hoja de informacion
del procedimiento correspondiente.

1.2. Utilizacion de las muestras
Usted autoriza a que las muestras donadas sean utilizadas en investigacion biomédica, pudiendo establecer restricciones a su
utilizacion.

1
Ejemplar para el Paciente
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Las muestras sélo podran ser utilizadas en proyectos de investigacion cientificamente avalados, que cumplan las exigencias legales
y los principios éticos que rigen la investigacion en salud y que sean autorizados por los érganos competentes, de conformidad con
lo establecido en la normativa vigente.

Cuando, por razones de salud, usted o su familia lo necesiten, podrén hacer uso de las muestras, siempre que no se hayan agotado
o eliminado y no se encuentren anonimizadas.

1.3. Informacion relacionada con las muestras

Si lo solicita, el Biobanco le facilitara la informacion sobre los proyectos de investigacion en los que se utilicen las muestras
donadas, si éstas no hubieran sido anonimizadas.

Al donar sus muestras al Biobanco, en este momento puede no saberse el lugar de realizacion de los analisis. El Biobanco
mantiene un registro detallado del lugar de realizacion de los anélisis realizados.

La informacion que se obtenga puede tener implicaciones para sus familiares, por lo que debe transmitirles dicha informacion.
1.4. Posibilidad de ponerse nuevamente en contacto

Puede que sea necesario ponerse en contacto nuevamente con usted, con el fin de recabar datos o muestras adicionales, o
proporcionarle la informacion relevante para su salud, salvo que haya solicitado que las muestras sean anonimizadas.

1.5. Proteccion de datos y confidencialidad de la informacion
La informacion proporcionada en este apartado sera aplicable siempre que sus muestras no se encuentren anonimizadas.

Los datos personales recabados seran confidenciales y tratados de acuerdo con la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccion de Datos de Caracter Personal, y su normativa de desarrollo, y la Ley de Investigacion biomédica.

Sus datos de caracter personal seran incorporados a un fichero automatizado, debidamente inscrito en la Agencia Espafiola de
Proteccion de Datos, cuya titularidad corresponde al Servicio Andaluz de Salud. Sélo los responsables del Biobanco podran
identificar a quién corresponde cada muestra o dato, si no esta anonimizada.

Podra ejercer los derechos de acceso, rectificacion, oposicion y cancelacion de sus datos personales, reconocidos en la citada Ley
Organica 15/19999, con las limitaciones establecidas en dicha Ley. Para ello, debera dirigirse a la Direccion General de Asistencia
Sanitaria del Servicio Andaluz de Salud, Avenida de la Constitucion, nim. 18, de Sevilla.

1.6. Derecho de revocacion del consentimiento

Salvo que sus muestras se encuentren anonimizadas, podra revocar o retirar, en cualquier momento, el consentimiento prestado.
Para ello, debera dirigirse al Biobanco, pudiendo solicitar la eliminacion o la anonimizacion de las muestras.

Los efectos de la revocacion no se extenderan a los resultados de las investigaciones llevadas a cabo con anterioridad.
1.7. Informacion relativa a analisis genéticos
Salvo que usted manifieste lo contrario en el apartado dedicado al consentimiento, se podran realizar analisis genéticos.

Excepto si sus muestras son anonimizadas, tiene derecho a conocer los datos genéticos que se obtengan a partir del analisis de las
muestras donadas, asi como de la informacion relativa a su salud derivada de dichos analisis.

Si no desea recibir dicha informacion y ésta fuera necesaria para evitar un grave perjuicio para su salud o la de sus familiares
bioldgicos, se informara a un familiar o a un representante. La comunicacion se limitara exclusivamente a los datos necesarios para
evitar tal perjuicio.

1.8. Otras consideraciones

Una vez informado/a de los aspectos relacionados anteriormente en este documento, si decide donar dichas muestras debera firmar
el consentimiento informado para la donacion.

2
Ejemplar para el Paciente
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/ A \ " Biobanco del Sistema Sanitario Plblico de Andalucia
suna e amoawan— CONISEJERIA DE SALUD v.03

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO

Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia.

DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste tltimo sélo en caso de incapacidad del/de la donante):
Apellidos y nombre del/de [a Donante: .....................oooiiiiiiiiii e

DNI/NIE: ..o NUhSa: ..o
Apellidos y nombre delide la representante legal: ..................c...ooiiiiiiiiiiiiiie e
DNI/NIE: ..o

PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O CONSENTIMIENTO:
Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacion relativa a la donacion de muestras biologicas al Biobanco:

Apellidos y nombre Fecha Firma
CONSENTIMIENTO:
YO, DUDAA. ..o declaro bajo mi responsabilidad que he leido y comprendido

el Formulario de Informacion, del que se me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente informacion sobre la donacion de muestras biologicas de.............c..ccoeeiiiiiiiiiiiii e
al Biobanco y sobre la posible realizacion de anélisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas sobre la informacion
recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto todas las dudas que le he planteado.

Dichas muestras son:
-Excedentes del procedimiento médico-quirlrgico asistencia al a someterse o se ha sometido

Asimismo, consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a las muestras.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma:

_ Codificada (seran identificadas con un cédigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas conmigo) o

_ Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado de forma irreversible la vinculacion entre las
mismas y mi identidad).

Deseo establecer restricciones respecto al uso de la muestra, para que no sea utlizada en

Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si solicita que las muestras sean
anonimizadas, no podra recibir esta informacion)
Marque lo que proceda: O S| ONO

Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento.

En ,a de de
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(solo en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo.: Fdo.:

o)

S
Ejemplar para el Paciente
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£ A N\ Biobanco del Sistema Sanitario PUblico de Andalucia
v oe avoawen— CONSEJERIA DE SALUD v.03

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO

Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia.

DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste Ultimo sélo en caso de incapacidad del/de la donante):
Apellidos y nombre dellde laDonante: ...

DNI/NIE: ... nuhsa: ...,
Apellidos y nombre dellde larepresentante legal: ........................coiiii i
DNI/NIE: ...

PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O CONSENTIMIENTO:
Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacion relativa a la donacion de muestras biologicas al Biobanco:

Apellidos y nombre Fecha Firma
CONSENTIMIENTO:
YO, DUDR@. e declaro bajo mi responsabilidad que he leido y comprendido

el Formulario de Informacion, del que se me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente informacion sobre la donacion de muestras biologicas de.............coccoooiiiiiiiiii e
al Biobanco y sobre la posible realizacion de anélisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas sobre la informacion
recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto todas las dudas que le he planteado.

Dichas muestras son:
-Excedentes del procedimiento médico-quirlrgico asistencia al que va a someterse o se ha sometido

Asimismo, consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a las muestras.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma:

_ Codificada (seran identificadas con un codigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas conmigo) o

_ Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado de forma irreversible la vinculacion entre las
mismas y mi identidad).

Deseo establecer restricciones respecto al uso de la muestra, para que no sea utlizada en

Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si solicita que las muestras sean
anonimizadas, no podra recibir esta informacion)
Marque lo que proceda: 0 SI ONO

Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento.

En ,a de de
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(s6lo en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo.: Fdo.:

4
Ejemplar para el Biobanco
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e A N Biobanco del Sistema Sanitario PUblico de Andalucia
ouv o oo CONSEJERIA DE SALUD v.03

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO

Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia.

DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste tltimo sélo en caso de incapacidad del/de la donante):
Apellidos y nombre dellde [a Donante: ................ccc.ooiiiiiiiiiii e

DNI/NIE: ... NUHSA: .........
Apellidos y nombre del/de la representante legal: ...
DNI/NIE: ...

PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O CONSENTIMIENTO:
Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacion relativa a la donacion de muestras biologicas al Biobanco:

Apellidos y nombre Fecha Firma
CONSENTIMIENTO:
YO, DDA, oo declaro bajo mi responsabilidad que he leido y comprendido

el Formulario de Informacion, del que se me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente informacion sobre la donacion de muestras bioldgicas de............ocooeeiiiiiiiiiiiiiii e
al Biobanco y sobre la posible realizacion de anélisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas sobre la informacion
recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto todas las dudas que le he planteado.

Dichas muestras son:
-Excedentes del procedimiento médico-quirirgico asistencia al que va a someterse o se ha sometido

Asimismo, consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a las muestras.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma:

O Codificada (seran identificadas con un codigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas conmigo) o

J Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado de forma irreversible la vinculacion entre las
mismas y mi identidad).

Deseo establecer restricciones respecto al uso de la muestra, para que no sea utlizada en

Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si solicita que las muestras sean
anonimizadas, no podra recibir esta informacion)
Marque lo que proceda: O S| ONO

Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento.

En ,a de de
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(solo en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo.: Fdo.:

5
Ejemplar para Documentacion Clinica
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Anexo 3. Protocolo de recogida de datos

PACIENTE NUM

V3.2 (28-07-2017)

NUM.DIAS RECU:
NUM.DIAS INGRESO:

PESO:
TALLA:
EUROSCORE:




HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

BASAL
HORA:

24H*1H 4d48H*1H

RECU 6H%30m
DESDE BASAL

HORA: TRAS RECU DESDE BASAL

IC
SATVO2
FC

ALTAA
PLANTA

TAM

pveC
Vs
MEI

FARMACOS
INOTROPICOS ¥
VASOACTIVOS
(nimero y dosis)
CKMMB

TROPONINA

NT-PROBNP
PCR

VARIACION DE LA
FUNCION RENAL
Creatinina
Lactico

tco
MUESTRAS DE
SANGRE (Adjuntar
resultados del analisis
de miRNA)
Transfusion CH(ml)
poner total
Plasma(mi) poner
total
Piaquetas{ml) poner
total

Eventos adversos*

*Poner nimero segin evento:

1. Isquemia coronaria 2. Dafio miocardico difuso 3.EAP
4. Taquiamritmia 5. Reintervencion por sangrado

6. Reintervencion por taponamiento 7. Fibrilacion Auricular (FA)

8. PCR 9. Fracaso renal agudo 10. Accidente cerebrovascular
11. Exitus 12. Otros (indicar cual)

V3.1 (28-07-2017)
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5. Resultados

No existieron diferencias significativas entre los datos epidemioldgicos, riesgo preoperatorio del

paciente, y nimero de puentes coronarios realizados entre los dos grupos (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes

SS PP
Sexo (M/F) 2/2 2/2
Edad (afios) 64-74 61-72
Talla (cm) 156-170 164-171
EUROSCORE I 1.22% 1.43%
Clase ASA I (1I-1v) | 11 J1-1v)
Fraccion de eyeccion (%) 54%+/-8% | 57%+/-7%
Numero de bypass aortocoronarios 2:1 2:2
(1,203) 33 3:2
Reconversion CPB 0 0
Tratamiento preoperatorio:
Betabloqueantes 4 4
IECAs 4 4
Nitratos 4 4
Bloqueadores de los canales de calcio 0 1
Diuréticos 0 0
Broncodilatadores 1 1
AAS 4 4
Insulina 2 2

Tomado de. Jose Luis Guerrero Orriach, Juan Jose Escalona Belmonte, Marta Ramirez Aliaga,
Alicia Ramirez Fernandez, Maria Jose Rodriguez Capitan, Guillermo Quesada Muiioz, Aida
Raigon Ponferrada, Juan Alcaide Torres, Concepcion Santiago-Fernandez, Emilio Matute
Gonzalez, Manuel Rubio Navarro, Rocio Bautista , Josefa Gomez Maldonado, Lourdes Garrido-
Sanchez, Jose Cruz Maifias. NGS of microRNAs involved in cardioprotection induced by
sevoflurane compared to propofol in myocardial revascularization surgery: The ACDHUVV-16
Clinical Trial. Curr Med Chem. 2020;27:1-12 doi: 10.2174/09298673279992010012026072020

Los datos se expresan en valores absolutos, medianas y rangos. ASA: American Society of
Anesthesiologists. CPB: Bypass cardiopulmonar. SS: Sevoflurano intra y postoperatorio

PP: Propofol intra y postoperatorio.
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La hemodinamica (frecuencia cardiaca, presion arterial, presion venosa central, indice cardiaco,
indice de volumen sistolico, fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo) y las enzimas

miocardicas (troponina I) se estudiaron en las primeras 48 horas (Tabla 2).
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Tabla 2. Parametros hemodinamicos y bioquimicos. Valores recogidos de manera previa a la esternotomia y 6, 12, 24 y 48 horas tras la cirugia de

revascularizaciéon miocardica. No se observaron diferencias entre los dos grupos en otros parametros hemodinamicos o bioquimicos.

Datos expresados en media = SD

SS basal SS6H SS12H SS 24 h, SS 48H | PPbasal | SS6H SS12H PP 24 h. PP 48 H
i:;ﬁfiima cardiaca 56+/-6 63+/-17 69+/-12 67+/-11 744/-13 | 45+/-11 | 70+/-10 79+/-10 68+/-6 69+/-3
PAM
e 77+/-9 664/-12 69+/-16 69+/-9 814/-9 66+/-8 84+/-13 86+/-14 724+/-6 764/-10
c 25403 | 25+-02 | 2.6-03 | 2.5+-0.1 24+/-03 | 2.5+/-02 25 214-03 | 2.54-05 | 2.3+-0.1
ml/min/m
SvO2
" 70+/-11 774/-10 78+/-4 81+/-6 75+/-4 704/-6 80+/-4 67+/-10 68+/-6 68+/-3
PVC

9/-4 54/-2 T4/-4 74/-3 94/-3 10+/-3 4+/-3 54/-4 6+/-3 6+/-4
mmHg
SVI
e 54+/-4 46+/-12 42+4/7 38+/-10 304/-9 524/-6 434/7 274/-6 35+/-6 294/3
NT-ProBNP 102+/-98 837+/-321 | 112+/-69 894-+/-264
pcg/mL
e
ng’i imna 0 0.84/-045 | 1.96+/-1.12 | 0.59+/-0.31 | 0.26+/-0.19 0 0.87+/-0.12 | 2.014/-1.31 | 0.40+/-022 | 0.2+/-0.03

*p<0.05 (diferencia estadisticamente significativa). CPB: By-pass cardiopulmonar. SS: Sevoflurano intra y postoperatorio. PP: Propofol intra y postoperatorio.

PAM (presion arterial media), IC (indice cardiaco), SvO2 (saturacion de oxigeno venosa mixta), PVC (presion venosa central), SVI (indice de volumen

sistolico)

Tomado de. Jose Luis Guerrero Orriach, Juan Jose Escalona Belmonte, Marta Ramirez Aliaga, Alicia Ramirez Fernandez, Maria Jose Rodriguez Capitan,

Guillermo Quesada Mufioz, Aida Raigon Ponferrada, Juan Alcaide Torres, Concepcion Santiago-Fernandez, Emilio Matute Gonzalez, Manuel Rubio Navarro,

Rocio Bautista , Josefa Gomez Maldonado, Lourdes Garrido-Sanchez, Jose Cruz Mafias. NGS of microRNAs involved in cardioprotection induced by
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sevoflurane compared to propofol in myocardial revascularization surgery: The ACDHUVV-16 Clinical Trial. Curr Med Chem. 2020;27:1-12 doi:
10.2174/09298673279992010012026072020

57



Las enzimas que se implican en los efectos beneficiosos se encontraron en mayor concentracion

el grupo SS frente al grupo PP (Akt, TNFa, ERK Y5, caspasa 3). Figuras 1y 2.

PROPO BASAL PROPO 24 HOURS

0,513

PROPO 24 HOURS
PROPO BASAL

(ng/mL)

Figura 1. Concentracion de enzimas implicadas en el pre y postcondicionamiento en el grupo

PP.

Tomado de. Jose Luis Guerrero Orriach, Juan Jose Escalona Belmonte, Marta Ramirez Aliaga,
Alicia Ramirez Fernandez, Maria Jose Rodriguez Capitan, Guillermo Quesada Mufoz, Aida
Raigéon Ponferrada, Juan Alcaide Torres, Concepcion Santiago-Fernandez, Emilio Matute
Gonzalez, Manuel Rubio Navarro, Rocio Bautista , Josefa Gomez Maldonado, Lourdes Garrido-
Sanchez, Jose Cruz Maifas. NGS of microRNAs involved in cardioprotection induced by
sevoflurane compared to propofol in myocardial revascularization surgery: The ACDHUVV-16

Clinical Trial. Curr Med Chem. 2020;27:1-12 doi: 10.2174/09298673279992010012026072020
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SEVO BASAL SEVO 24 HOURS

mm

0,074 SEVO 24 HOURS

SEVO BASAL

CASP (ng/mL) AKT1(ng/mL) TNFa (pg/mL) ERK1/2
(ng/mL)

Figura 2. Concentracion de enzimas implicadas en el pre y postcondicionamiento en el grupo

SS. Las enzimas beneficiosas se encuentran elevadas tras la administracion de este farmaco.

Tomado de. Jose Luis Guerrero Orriach, Juan Jose Escalona Belmonte, Marta Ramirez Aliaga,
Alicia Ramirez Fernandez, Maria Jose Rodriguez Capitan, Guillermo Quesada Mufioz, Aida
Raigén Ponferrada, Juan Alcaide Torres, Concepcion Santiago-Fernandez, Emilio Matute
Gonzalez, Manuel Rubio Navarro, Rocio Bautista , Josefa Gomez Maldonado, Lourdes Garrido-
Sanchez, Jose Cruz Manas. NGS of microRNAs involved in cardioprotection induced by
sevoflurane compared to propofol in myocardial revascularization surgery: The ACDHUVV-16

Clinical Trial. Curr Med Chem. 2020;27:1-12 doi: 10.2174/09298673279992010012026072020

Los analisis de sangre se llevaron a cabo en ocho pacientes (cuatro de cada grupo) en situacion
basal y a las 24 horas mediante NGS. Asi, se analizaron 16 muestras. Posteriormente, un
analisis qPCR de los miRNAs identificados mediante la secuenciacion como significativos
permitird determinar aquellos con mayor relacion con el acondicionamiento miocardico

inducidos por farmacos halogenados.

Se observaron diferencias significativas entre la situacion basal y las 24 horas en los dos grupos
del estudio. En el grupo PP el miRNAs 197-3p se sobreexpresd, mientras que la expresion de
los miRNAs 4443, 708-3p y 1294 disminuy0. En el grupo SS, los miRNAs 615 3p, 4466, 29,
29, 937-3p, 636, 197-3p, 184, 4685, 296 3p, 147b, 3199, 6815 y 3176 disminuyeron mientras

que el 708-3p se sobreexpresd. Posteriormente tras la realizacion de RT-qPCR se dieron como
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variaciones cuantitativamente significativas finales en el grupo P los miRNAs 197-3p, 4443,

708-3p y 1294, y en el grupo S miRNAs 937-3p, 636, 197-3p, 296-3p y 708-3p. Figuras 3 y 4.

PROPOFOL BASAL PROPOFOL 24H

0,630213087

0,365943205

0,001902352 | (4,16559E-05 | |0,001689054 PROPOFOL 24H
! — . : A - ROPOFOL 24
0,002217678 || 0,000252115 || 0,001208633 PROPOFOL BASAL

197-3p 44 708-3p 1294

Figura 3. Se observaron diferencias significativas (p< 0,05) en el grupo PP entre la
determinacion basal y las 24 horas, se sobreexpresé el miRNAs 197-3p, mientras que disminuy6

la expresion de los miRNAs 4443 and 1294, 708-3p.

Tomado de. Jose Luis Guerrero Orriach, Juan Jose Escalona Belmonte, Marta Ramirez Aliaga,
Alicia Ramirez Fernandez, Maria Jose Rodriguez Capitan, Guillermo Quesada Mufioz, Aida
Raigéon Ponferrada, Juan Alcaide Torres, Concepcion Santiago-Fernandez, Emilio Matute
Gonzalez, Manuel Rubio Navarro, Rocio Bautista , Josefa Gomez Maldonado, Lourdes Garrido-
Sanchez, Jose Cruz Maias. NGS of microRNAs involved in cardioprotection induced by
sevoflurane compared to propofol in myocardial revascularization surgery: The ACDHUVV-16

Clinical Trial. Curr Med Chem. 2020;27:1-12 doi: 10.2174/09298673279992010012026072020
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SEVOFLURANE BASAL SEVOFLURANC

0,664466875
0,68406364

4391215-06 0000174634 000528253 000031836 \/OE LIRANG 924
SEVOFLURANO 24H
8,86353E- 06| 3

0,012047169
Saz11E:05 ;, L 000610173| SEVOFLURANE BASAL

937-3p 708-3p

Figura 4. Se observaron diferencias significativas (p< 0,05) en el grupo SS entre la
determinacion basal y las 24 horas. Se sobreexpres6 el miRNAs 708-3p, mientras que

disminuy¢ la expresion de los miRNAs 937-3p,636, 197 3p, 296 3p

Tomado de. Jose Luis Guerrero Orriach, Juan Jose Escalona Belmonte, Marta Ramirez Aliaga,
Alicia Ramirez Fernandez, Maria Jose Rodriguez Capitan, Guillermo Quesada Mufioz, Aida
Raigéon Ponferrada, Juan Alcaide Torres, Concepcion Santiago-Fernandez, Emilio Matute
Gonzalez, Manuel Rubio Navarro, Rocio Bautista , Josefa Gomez Maldonado, Lourdes Garrido-
Sanchez, Jose Cruz Maias. NGS of microRNAs involved in cardioprotection induced by
sevoflurane compared to propofol in myocardial revascularization surgery: The ACDHUVV-16

Clinical Trial. Curr Med Chem. 2020;27:1-12 doi: 10.2174/09298673279992010012026072020
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6. Discusion

Los pacientes intervenidos de cirugia de revascularizacion presentan una elevada
morbimortalidad. Asi, en el afio 2011, un grupo de expertos se reunieron con la intencion de
definir las estrategias terapéuticas capaces de influir en la morbimortalidad de estos pacientes,
entre las que incluyeron los farmacos anestésicos halogenados. Esto fue asi ya que, segun la
tendencia de la evidencia cientifica, estos farmacos son capaces de conferir proteccion cardiaca
y de otros organos, influyendo en los resultados a corto (postoperatorio inmediato) y largo
plazo. Ademas, la cirugia de revascularizacion miocardica es un modelo adecuado para estudiar
lo que ocurre en el paciente al aplicar estos farmacos halogenados ya que en este procedimiento,
se produce de forma programada un episodio de isquemia-reperfusion. (Fleisher LA et al, 2007)

(Landoni et al, 2013).

Diversos estudios han puesto de manifiesto como el empleo de un anestésico halogenado frente
a propofol, gracias a los mecanismos de acondicionamiento, es capaz de conferir a estos
pacientes proteccion organica, fundamentalmente miocardica, en forma de disminucion de la
lesién miocardica, de menor necesidad de farmacos inotropicos y de menor estancia en UCIL.
Estos estudios han reflejado el efecto farmacologico beneficioso de estos halogenados
(desflurano, sevoflurano e isoflurano) cuando se emplean antes (precondicionamiento) y
después (postcondicionamiento) de la isquemia en pacientes con cardiopatia isquémica en
comparacion con anestesia total intravenosa. (Landoni et al, 2013) (Bignami E et al, 2009) (De

Hert et al 20006).

Ademas, se ha publicado que el efecto protector miocardico, a través de menor liberacion
postoperatoria de troponina I y Nt-proBNP y menor estancia en UCI, es significativo cuando el
anestésico volatil se administraba durante todo el procedimiento quirurgico frente a la

administracion parcial en el mismo. (De Hert et al, 2008).

Diversos autores han estudiado diferentes patrones de administracion del anestésico halogenado.
Hellstrom lo administrd en el postoperatorio comprandolo con propofol y demostrando menor
niveles de troponina aunque sin diferencias significativas entre los grupos. Steurer hizo un
estudio similar en el que encontr6 diferencias significativas con menor elevacion de troponinas
probablemente debido a un tiempo de uso de sevoflurano postoperatorio mas prolongado.
(Steurer et al, 2012) (Hellstrom J et al, 2011). Sin embargo, en los trabajos previos de este grupo
de investigacion, se compar6 la administracion de propofol y sevoflurano, prolongando el uso

de cada uno de los farmacos desde el intraoperatorio hasta el momento de la extubacion en el
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postoperatorio tras seis horas de administracion de cada farmaco. Ademas, se afiadié un grupo
control en el que se administr6 sevoflurano intraoperatoriamente y propofol en el
postoperatorio. Las conclusiones de estos trabajos de este grupo de investigacion fueron que el
grupo Sevoflurano-Sevoflurano los pacientes mostraron menores niveles de biomarcadores
como que los pacientes de los otros dos grupos y, ademas, en el grupo Sevoflurano- Propofol
estos marcadores también variaron de manera significativa con respecto al grupo Propofol-
Propofol. De esta forma, concluimos que el efecto cardioprotector del sevoflurano depende del

momento y de la dosis de administracion. (Guerrero J et al, 2013) (Guerrero J et al, 2013).

Con estos antecedentes, en este trabajo hemos evaluado las diferencias en cuanto a la expresion
de miRNAs en los grupos en los que se ha administrado sevoflurano o propofol durante todo el
proceso, tratando de explicar los mecanismos genéticos que subyacen a los mecanismos de
acondicionamiento conseguidos por el sevoflurano y, continuando asi con la linea de
investigacion de este grupo. De esta manera, encontramos diferencias en la expresion de
diversos miRNAs entre ambos grupos que podrian explicar los cambios en la génesis de

proteinas que forman parte de las rutas enzimaticas del acondicionamiento.

En nuestro trabajo hemos conseguido relacionar determinados miRNAs con los efectos de
cardioproteccion de los fArmacos halogenados en comparacién con los intravenosos, a través de
una secuenciacion completa en los dos grupos de pacientes. Los miRNAs responsables de este
efecto, en nuestro estudio son, ademas, diferentes a los relacionados con el acondicionamiento

isquémico.

La sobreexpresion de diferentes miRNAs en el grupo PP se asocid con un descenso en los
niveles de enzimas asociadas con el pre y postcondicionamiento miocardico y con mediadores
de progresion de enfermedad ateromatosa. Por el contrario, en el grupo SS, las variaciones en
miRNAs se relacionaron con la activacion de mediadores del pre y postcondicionamiento
anestésico y con disminucion de la apoptosis celular y de las concentraciones de caspasas y
TNFa. Ademas, los cambios en estos miRNAs se asociaron a mejor pronostico en pacientes con

cardiopatia isquémica y reduccion en la incidencia de dafio aterosclerdtico.

En el grupo PP, la sobreexpresion el miRNA 197-3, relacionado con la modulacion de las
enzimas PI3K y AKT, provocando una inhibicion de estas rutas proteicas, fundamentales en el
precondicionamiento cardiaco. En este grupo disminuy¢é la expresion del miRNA 708-3p (cuya
expresion aumenta en aquellos pacientes expuestos al grupo SS), lo que se asocia a una
disminucion de las kinasas Akt y JNK MAP, que resultan esenciales para el acondicionamiento

miocardico (McMannus et al, 2017) (Liu B et al, 2018).
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Ademas, la exposicion al propofol de este grupo, disminuyo la concentracion de miRNA 4443,
con disminuciéon consecuente de las enzimas JAK2/STAT3, también implicadas en la
proteccion farmacologica miocardica (Fattore L et al, 2019). EI miRNA 1275, disminuyd de
manera similar al 4443, y estd implicado en la iniciacion del proceso molecular por el que se
produce la proteccion cardiaca actuando a través de la mitocondria. Este miRNA actuando a
través de los productos liberados tras la ruptura del ATP (AMP, adenosina e inosina
monofosfato) activa la AMPK, generando un estado hipometabdlico que juega un papel
fundamental en el precondicionamiento isquémico, a través de la preservacion mitocondrial y de
los KATP. Estos dos ultimos puntos, son los principales responsables de la supervivencia
celular miocardica por los mecanismos de acondicionamiento farmacoldgico cardiaco. Asi
concluimos que la disminucion en la expresion de los miRNAs relacionados con vias de
acondicionamiento miocardico, inhibiran las rutas enzimaticas relacionadas con el mismo.

(Gottlieb R et al, 2016) (Huan T et al, 2015).

Los hallazgos en el grupo de sevoflurano fueron sustancialmente diferentes, disminuyendo la
expresion de los miRNAs 615 3p, 4466, 29, 937-3p, 636, 197-3p, 184, 4685, 2963p, 1470,
3199, 1294, 6815 y 3176, mientras que la del 708-3p aumentd. La qPCR soélo confirmo esta
variacion en los miRNAs 937-3p, 636, 197-3p, 296-3p y 708-3p.

La modulacion en la expresion de los miRNAs 4466, 29, 4685, 184, 1294, 615-3p, 147b, 6815y
3176, aunque no confirmados en el analisis por qPCR, se relacionan con efectos
cardioprotectores a través de su papel en las distintas rutas del pre y postcondicionamiento.
(Sondermeijer BM et al, 2011) (Weber NC et al, 2006) (Liu B et al, 2018) (Pan W et al, 2019).
(Heid J et al, 2017) (Chen Z et 2018) (Liu X et al 2016) (Persson H et al, 2011) (Bautista et al,
2009) (Bronze-da-Rocha E 2014) (Yang B et al 2008) (Li J et al, 2016).

La sobreexpresion del miRNA 708-3p en los pacientes expuesto al sevoflurano induce una

regulacion al alza de la Akt y la kinasa JNK MAP (Taniguchi T 2013).

El descenso en la expresion del miRNA 937 3p a las 24 horas en los analisis de nuestro estudio
parece estar relacionado con un aumento en los niveles de PI3K/Akt ya que estos se inhiben con
el aumento de este miRNA (Yang B et al, 2008). También se ha publicado datos que relacionan
el descenso del miRNA 636 con la disminucion del dafio miocardico secundario a infarto agudo

de miocardio. (Schulte C et al, 2015).

Los miRNAs 296 3p y 3199 estan implicados en la modulacion del NF-kB que se relaciona con
la respuesta celular a estimulos como el estrés, tiene capacidad para inhibir la respuesta STAT

y, en determinados escenarios, favorece la apoptosis celular. Asi, el descenso de NF-«kB, podria
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crear un ambiente favorable para la activacion de los mecanismos de acondicionamiento

miocardico (Bautista L et al 2009).

De las diferentes variaciones de miRNAs en nuestro estudio, la que se dio de manera mas
importante es la del miRNA-197-3p. La sobreexpresion de este miRNA se ha relacionado en
estudios previos, con situaciones de isquemia coronario; produciendo una elevacion
significativa en situaciones de isquemia miocardica, independientemente del area afectada,
ventriculo derecho o izquierdo; por lo que se ha planteado como marcador 1til en este escenario
clinico (cardiopatia isquémica). El miRNA 197 impulsa la activacion plaquetaria, y se ha
llegado a asociar con factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad coronaria, como son la
dislipemia, y el sindrome metabodlico; ademas de haberse asociado a la enfermedad
cardiometabolica de manera importante. En situaciones de hipoxia tisular y de falta de riego
coronario, existe elevacion de este miRNA en el miocardiocito, formando parte de un grupo de
miRNAs denominados hipoxiamiR, los cuales también se han involucrado en el desarrollo de la
patologia isquémica cardiaca [11, 15, 20-25] [11, 20]. (Guerrero et al, 2017) (Fattore et al,
2019) (Heid J et al, 2017) (Pan W et al, 2019) (Yang B et al, 2008) (Schulte C et al, 2015)
(Chen Z et al, 2018) (Liu X et al, 2016)

Ademas, un trabajo reciente relacion6 los niveles elevados plasmaticos de este miRNA con un
aumento de la mortalidad debida a sindrome coronario agudo, lo que lo hace como uno de los
marcadores de mayor utilidad como herramienta de diagnostica, pronostica y terapéutica en

pacientes con cardiopatia isquémica (Schulte C et L, 2015)

En nuestro trabajo se evidencié cémo se produjo el ascenso en las concentraciones de miRNA
197 3p tras la exposicion a propofol a diferencia de lo que sucedi6 cuando se tratd a los
pacientes con sevoflurano. Este hallazgo creemos que, probablemente y en nuestra opinion, es el
de mayor relevancia de nuestro estudio. Es probable que gran parte del beneficio clinico
alcanzado por el sevoflurano en el perioperatorio de cirugia de revascularizacion miocardica, en
pacientes con enfermedad coronaria, est¢ en relacion con la variacion producida en este

miRNA.

Posteriormente  relacionamos  nuestros resultados a través de la  aplicacion

www.minitargets.com, con los distintos genes que pueden ser afectados por los efectos sobre los
miRNAs evidenciados en nuestro trabajo; si bien, no fueron determinados de manera directa
durante el estudio, podrian ser los receptores finales de la secuencia en la modulacion génica
producida por los distintos hipnoéticos (tabla 3). En nuestra opinion, nuevos trabajos deben

demostrar si la relacion descrita es consistente con nuestros hallazgos.
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miRNA 197- miRNA miRNA  miRNA miRNA  miRNA miRNA

3p 708-3P 4443 1294 937-3p 636 296-3p
IFNARI,
MAPKI, AVP, AKTS3,
IFN — MPPH,
ERK, ERK
alpha — MPPH?2,
-2, ERK2,
ERTI REC, PKB-
PIK3R3S, MAP Kl2 IFNAR, GAMMA, CCNDI,
F730038I5Rik, P42MAP}< IFNBR, PKBG, BCLI,
FOAP-2, ’ IFRC SCN7 NOSI  PRKBG, DI1IS287E,
TARGET PRKM],
GENES P101-PI3K PRKM? for RAC - PRADI,
and p101 ! miRNA PK — U21B31
P38, p40,
4] 4443, gamma,
p411)ma,pk and RAC-
’ CSF3R, gamma,
P42-MAPK opyppy STK - 2.
GCSFR

Tabla 3. Los genes objetivo de los especificos miRNAs se pueden detector usando RNAm.

Tomado de. Jose Luis Guerrero Orriach, Juan Jose Escalona Belmonte, Marta Ramirez Aliaga,
Alicia Ramirez Fernandez, Maria Jose Rodriguez Capitan, Guillermo Quesada Mufoz, Aida
Raigéon Ponferrada, Juan Alcaide Torres, Concepcion Santiago-Fernandez, Emilio Matute
Gonzalez, Manuel Rubio Navarro, Rocio Bautista , Josefa Gomez Maldonado, Lourdes Garrido-
Sanchez, Jose Cruz Mainas. NGS of microRNAs involved in cardioprotection induced by
sevoflurane compared to propofol in myocardial revascularization surgery: The ACDHUVV-16

Clinical Trial. Curr Med Chem.2020;27:1-12 doi: 10.2174/09298673279992010012026072020

Como hemos descrito previamente, el efecto que sobre la expresion del miRNA 197-3p tienen
ambos farmacos estudiados en este ensayo es contrario y, el efecto obtenido finalmente es una
regulacion al alza o a la baja de enzimas fuertemente relacionadas con el acondicionamiento, la
PI3K y AKT, conseguida a través del efecto inhibidor o facilitador sobre los genes PIK3RS,
F730038I5Rik, FOAP-2, P101-PI3K y p101.

En nuestra opinioén existen diversos puntos fundamentales a destacar en nuestro estudio; en

primer lugar, la técnica realizada es la secuenciacion de miRNAs, a diferencia de otros trabajos
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en los que se utilizaron arrays para hallar los niveles de determinados paneles de miRNAs
relacionados con la patologia cardiaca, esto hace que nuestros hallazgos sean distintos a los que
se habrian obtenido con esta técnica. Varios de los miRNAs descritos, son conocidos a través de
su papel en otras patologias distintas a la cardiaca, y muchos de ellos ni siquiera se han
relacionado con el pre o postcondicionamiento isquémico; sin embargo, las rutas proteicas
moduladas por los mismos coinciden con las que se responsabilizan del acondicionamiento
miocardico por halogenados, tras su exposicion prolongada en el intra y postoperatorio
inmediato, a diferencia del propofol. Describimos por primera vez, cuales son los miRNAs que
se modulan tras la exposicion al propofol y al sevoflurano en pacientes con cardiopatia

isquémica que son intervenidos de revascularizacion miocardica sin circulacion extracorporea.

Por otra parte, nuestros hallazgos confirman que las diferencias encontradas habitualmente entre
grupos de tratamiento, no se basa unicamente en un efecto de modulacion beneficiosa de la
expresion génica en pacientes anestesiados con sevoflurano y sedados en el postoperatorio con
este farmaco, sino en el papel del propofol sobre distintos miRNAs que provocan una

disminucion de los mediadores enzimaticos del acondicionamiento miocardico.

Nuestros primeros resultados en la primera fase del ensayo clinico plantea la posibilidad de que
la modulacién génica sea diferente dependiendo del farmaco hipnotico usado, y de esto dependa
en mayor o menor medida los mecanismos de proteccion cardiaca de los anestésicos
halogenados; el efecto beneficioso aportado por el acondicionamiento farmacologico con
sevoflurano no deberia cuestionarse, aunque si la repercusion real de este beneficio, motivo de
multiples trabajos y metaanalisis, que alcanzaron distintas conclusiones. Por otra parte el uso
del propofol realiza un movimiento en las concentraciones de distintos miRNAs, con los que se
aboliria gran parte de los mecanismos destinados a minimizar el dafio cardiaco en situaciones de

isquemia.
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6.1. Limitaciones del estudio

e Es un estudio realizado en un unico centro lo que implica posibilidad de sesgos y
dificultad a la hora de extrapolar los datos ya que actia sobre un ambito local concreto.
Esta limitacion queda minimizada al comparar los datos basales de nuestra poblacién
con otras publicadas en la literatura y resultar similares y ademas, al calcular un tamafo
muestral suficiente para garantizar los hallazgos estadisticos. La ventaja de realizar este
estudio con estas condiciones, es la posibilidad de realizarlo en pacientes intervenidos
sin necesidad de circulacion extracorpérea por parte de cirujanos expertos en esta

técnica.

e Los pacientes fueron asignados a los distintos grupos al azar previamente al quiréfano,
sin embargo, las caracteristicas de los farmacos empleados impidio el ciego del estudio
ya que implican diferentes métodos de administracion, intravenosa mediante un sistema
de bomba el propofol y a través de vaporizadores el sevoflurano. A pesar de esto y para
minimizar esta limitacion y asegurar la calidad de los hallazgos, el analisis si se realizo
“cegando” los datos, ya que el analizador solo conocia los grupos pero no el tratamiento
asignado a cada uno.

e La necesidad de analizar la concentracion de estos miRNAs, responsables posiblemente
del acondicionamiento farmacoldgico en un numero de pacientes mayor; lo que sera la
segunda parte de este ensayo clinico. En el planteamiento inicial de este ensayo clinico
se calcula el tamafio muestral necesario para extraer diferencias significativas de los
objetivos del ensayo, sin embargo, la enorme dificultad técnica y el coste de la técnica
de secuenciacion, nos obligaron a plantear este primer desarrollo del y, posteriormente
con la conclusiones de este trabajo, completar el ensayo de acuerdo al tamafio muestral
calculado.

e Justificacion del tamafio muestral del ensayo ACDHUVV-16.

Describimos a continuacion la justificacion del tamafio muestral del ensayo completo
con el que se pretende alcanzar significacion estadistica, aunque esta tesis solo alcanza
los cuatro primeros pacientes de cada brazo de estudio, en base a la dificultad de
realizacion de la técnica en nuestro ambito y las limitaciones econdémicas de este
estudio, siguiendo como guia lo realizado en otros estudios de la literatura.
Considerando que una variacion del 5% seria clinicamente relevante, para detectar
cambios en la codificacion genética, a través de los microRNA y, teniendo en cuenta
que, por estudios previos podriamos concluir que para mRNA 92, su expresion presenta
una media de 0.4 con una desviacion tipica de 0.1 aproximadamente, podemos concluir

que:
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Para conseguir una potencia del 80,0% para detectar diferencias en el contraste de la
hipotesis nula Hy:p;=p, mediante una Prueba T-Student bilateral para dos muestras
independientes, teniendo en cuenta que el nivel de significacion es del 5% y, asumiendo
que la media del grupo de Referencia es de 0,35 unidades, la media del grupo
Experimental es de 0,40 unidades y la desviacion tipica de ambos grupos es de 0,10
unidades, sera necesario incluir 64 unidades experimentales en el grupo de Referencia y
64 unidades en el grupo Experimental, totalizando 128 unidades experimentales en el

estudio.

6.2. Posibilidades de futuro

e El conocimiento de la expresion de miRNAs en estos pacientes podria servirnos para
generar en el futuro biomarcadores que permitieran clasificar estos pacientes segun el
riesgo quirurgico o el prondstico.

e El conocimiento de los miRNAs que confieren acondicionamiento o proteccion
miocardica permitiria generar de nuevas terapias basadas en modulacion génica para el

tratamiento y prevencion del dafio cardiaco.

7. Conclusiones

e Los resultados de la secuenciacion detectan una variacion en la expresion de miRNAs
relacionados con el acondicionamiento farmacologico con halogenados, que son
diferentes de aquellos publicados en otros trabajos relacionados con el pre y
postcondicionamiento isquémico. De esta forma, se resalta la utilidad de la
secuenciacion NGS frente al uso de arrays con patrones de miRNAs ya conocidos.

e El empleo de propofol como hipndtico de forma continuada durante el intra y el
postoperatorio de estos pacientes determina un cambio en la expresion génica de
miRNAs que conllevan una disminucion en la expresion de enzimas relacionadas con el
pre y postcondicionamiento como las del grupo STAT o la enzima MAPK.

e El uso de sevoflurano como hipnético de manera continuada tanto durante el
intraoperatorio como en el postoperatorio de estos pacientes, conlleva un cambio en la
expresion génica relacionado con los miRNAs que consigue la activacion de enzimas
mediadoras del pre y postcondicionamiento anestésico como AKT, ERK, vias PI3K/Akt

y enzimas del grupo STAT, destacando el papel del miRNA 197-3p.
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8. Diccionario de siglas

AIF: factor inductor de la apoptosis

AnaConDa (Anaesthetic Conserving Device: dispositivo de conservacion de gases anestésicos
ANOVA: Analisis de la varianza

ASA: Sociedad americana de anestesia

ATP: adenosina trifosfato celular

BIS: indice biespectral

BNP: péptido natriurético cerebral

CAM: concentracion alveolar minima

Casp9: gen de la caspasa relacionado con la apoptosis

CEC: circulacion extracorpdrea

CPK-MB: fraccion sérica de la creatin fosfoquinasa

CRD: cuaderno de recogida de datos

DAG: diacilglicerol

EB: exceso de bases

EPOC: enfermedad obstructiva crdnica

EUROSCORE (European System for cardiac operative Risk Evaluation): Sistema europeo para
la evaluacion del riesgo cardiaco operatorio

FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo

GABA: acido y aminobutirico

Grupo SS: grupo de pacientes a los que se administro sevoflurano en el intra y en el
postoperatorio

Grupo PP: grupo de pacientes a los que se administrd propofol en el intra y en el postoperatorio
Grupo SP: grupo de pacientes a los que se administrd sevoflurano en el intra y propofol en el
postoperatorio

GSK3beta: Kinasa 3 Glicogeno Sintetasa

HI9C2: tipo de células de corazéon embrionario de rata

IC: indice cardiaco

IL: interleukina

IP3: inositol trifosfato

IP3 K/ Akt: Fosfatidilinositol Trifosfato Kinasa

IR: isquemia-reperfusion
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KATP: canales de K dependientes de ATP

IMM: membrana mitocondrial interna

MAPK: proteinas quinasas activadas por mitogenos

MEK /ERK1/2: Protein Kinasa regulada extracelularmente Y%

miRNA: microRNA

mPTP: poros de permeabilidad transitoria mitocondrial

NCBI (National Center for Biotechnology Information): Centro nacional para la Informacion
Biotecnologica

NGS (Next-generation sequencing).: Secuenciacion de nueva generacion

NF-KB: factor de transcripcion nuclear B

NO: o6xido nitrico

NOS: 6xido nitrico sintasa

NT-proBNP: fraccion aminoterminal del propéptido BNP

p70s6 K: 70 kDa protein-kinasa S6 ribosomal

PAB: Plataforma Andaluza de Bioinformatica

PaCO2: presion arterial de didxido carbonico

PAD: presion arterial diastolica

PAM: presion arterial media.

PaO2:presion arterial de oxigeno

PAS: presion arterial sistolica

PCR: Proteina C reactiva

PDCD4: proteina de muerte celular programada 4

PI: fosforo inorganico

PKC: proteinquinasa C

PNTs: procedimientos normalizados de trabajo

PTEN: fofatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa

PVC: presion venosa central

gPCR: PCR cuantitativa

RISC (RNA-Induced Silencing Complexes): complejos de silenciamiento inducidos por ARN.
RISK (Reperfusion Injury salvage Kinase) Pathway: vias antiapoptoticas ligadas a caspasas
ROS: especies reactivas de oxigeno

SAFE: Survivor Activating Factor Enhancement

SEMICYUC: Sociedad espafiola de medicina intensiva, critica y de unidades coronarias.
SIRS: sindrome de respuesta inflamatoria sistémica

STAT-3: signal transducer and activator of transcription -3

SVI: indice de volume sistolico

SvO2: saturacion de oxigeno venosa mixta
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TCI (target-controlled infusion): infusion controlada por objetivo
TIVA: anestesia total intravenosa

TnC: troponina C

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa

TNFaR1: Receptor del factor de necrosis tumoral alfa

Tnl: troponina |

TnT: troponina T

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos
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1. INTRODUCTION
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complswm ouRNA imbibits mRNA tanslaton
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m:RNA and mRNA highly depend oz the modulation
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