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SOBRE LA TESI

Els resultats exposats en aquesta tesi doctoral reflecteixen els resultats obtinguts en els
darrers anys de la residéncia de Cardiologia i com a fellow a la Unitat d’Aritmies de
I’Hospital Clinic i el grups IDIBAPS de Patologia experimental de I’'IIBB/CSIC, aixi com

durant la meva estada al laboratori del Dr Stanley Nattel des de Gener de 2010.

Esta redactada i compleix amb els criteris de presentacio en el format classic. Dels resultats
aqui exposats, se n’ha derivat de forma directa una publicacio original en la que el doctorand

consta com a primer autor:

Guasch E, Sionis A, Reverter JC, Andrea R, Loma-Osorio P, Freixa X, Heras M. Safety
issues of adjunctive clopidogrel in patients discharged after percutaneous coronary

intervention with stent placement and requiring oral anticoagulation. Int J Cardiol
2011;146:el-e4. F16.802 / Ql.

Aixi mateix, la resta de resultats que es presenten en aquesta tesi han sigut o seran publicats
en les publicacions que s’indiquen a continuacié. Tanmateix, per no estar acceptats encara
per a publicaci6 o figurar el doctorand com a quart autor, no poden constar per al comput de
la present tesi doctoral. Alguna d’aquestes publicacions formara part també d’altres tesis

doctorals (publicacions marcades amb #), sempre evitant la duplicacio de resultats:

Benito B, Gay-Jordi G, Serrano-Mollar A, Guasch E, Shi Y, Tardif JC, Brugada J,
Nattel S, Mont LI. Cardiac Arrhythmogenic Remodeling in a Rat Model of Long-Term
Intensive Exercise Training Circulation 2011;123:13-22. FI 14,816 / Q1 (#)

Guasch E(*), Benito B(*), Qi XY, Naud P, Shi Y,Tardif JC, Tadevosyan A, Chen Y,
Gillis MA, Dobrev D, Mont L; Nattel S. Mechanisms of Atrial Fibrillation Promotion by

Long-Term Endurance Exercise: Exploration in a Rat Model. Enviat per a revisio a
Circulation. FI1 14,816/ Q1.(#)

Xl



Cardin S(*), Guasch E(*), Luo X, Naud P, Le Quang K, Shi Y, Tardif JC, Comtois P,
Nattel S. Mechanisms of atrial remodeling in ischemic heart failure: Could miR21 be a
novel pharmacological target in AF prevention? (*) Co-primers autors. Enviat per a
revisio a Circulation. FI 14,816 / Q1.

Gay-Jordi G, Guasch E, Benito B, Brugada J, Nattel S, Mont LI, Serrano-Mollar A.
Losartan prevents heart fibrosis induced by long-term intensive exercise training in an
rat model. Enviat per a revisio a Cardiovascular Research. FI 6,051 / Q1

El doctorand va ser autor, sota la supervisio del Dr. Stanley Nattel, de 1’apartat de
fisiopatologia del segiient article del grup AF Science (format per investigadors reconeguts en
el camp de la FA). Una part significativa de la introduccid d’aquesta tesi en té [’origen. La
Figura 6 de la present tesi doctoral va ser ideada i esquematitzada pel doctorand i publicada

com a Figura 1 d’aquest article.

Camm AJ, Al-Khatib SM, Calkins HJ, Halperin JL, Kirchhof P, Lip GYH, Nattel S,
Ruskin J, Banerjee A, Blendea D, Guasch E, Needleman M, Savelieva I, Viles-
Gonzalez J, Williams ES. A proposal for new clinical concepts in the management of
atrial fibrillation. Acceptat a American Heart Journal.

El segiient article, escrit pel doctorand sota la supervisio del Dr. Lluis Mont, ha sigut font

d’alguns apartats de la introducci6 i per a 1’adaptacio de la Figura 5:

Guasch E, Mont LI. Ranolazine: potential therapy for arrhythmias?. Rev Esp Cardiol
Supl 2010(1):62A-72A.

Tots els articles citats fins aqui, publicats o enviats per a revisio, es troben en 1’annex
d’aquesta tesi.

Xl



El doctorand ha participat també en els segiients treballs originals sobre la fisiopatologia 1

tractament de la fibril-lacio auricular:

Calvo N, Nadal M, Berruezo A, Andreu D, Arbelo E, Tolosana JM, Guasch E, Matiello
M, Matas M, Alsina X, Sitges M, Brugada J, Mont L. Improved Outcomes and

Complications of Atrial Fibrillation Catheter Ablation Over Time: Learning Curve,
Techniques and Methodology Rev Esp Cardiol. 2012;65:131-138 IF 2.746 / Q2

Calvo N, Mont L, Tamborero D, Berruezo A, Viola G, Guasch E, Nadal M, Andreu D,
Vidal B, Sitges M, Brugada J Efficacy of circumferential pulmonary vein ablation of
atrial fibrillation in endurance athletes Europace 2010;12(1):30-6. IF 1.861 / Q3

Tamborero D, Mont L, Berruezo, A, Guasch E, Rios J, Nadal M, Matiello M, Andreu D,
Sitges M, Brugada J.Circumferential Pulmonary Vein Ablation: does the use of a

Circular Mapping Catheter improve results? A Prospective Randomized Study Heart
Rhythm 2010;7:612-8. IF 4.559 / Q1

En les segiients revisions, el doctorand ha tractat sobre els mecanismes electrofisioldgics
implicats en el remodelat cardiac per I’exercici fisic i sobre la fisiopatologia de les aritmies
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DT: doble tractament antitrombotic
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EEF: estudi electrofisiologic

EEM: Error estandard de la mitja

Erk1/2: extracellular signal-regulated kinases 1/2
FA: Fibril-laci6 auricular

IM: infart de miocardi

MAPK: mitogen-activated protein kinase
miRNA: micro RNA

mRNA: RNA missatger

PAcc: potencial d’accid

RT-PCR: real time — polymerase chain reaction

SRAA: Sistema renina-angiotensina-aldosterona

TT: Triple tractament antitrombotic (aspirina, tienopiridina, anticoagulaci6 oral)
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ANTECEDENTS

1. A

Molt ha canviat la concepcid que tenim de la fibril-lacido auricular (FA) des de Ia

visualitzacio per primer cop de fremissement fibrillaire induida en auricules de gos el 1874 o

la seva expressid semiologica en un pols irregular i d’amplitud variable en humans, anomenat

llavors delirium cordis, un any després.' El 1909, Lewis descrivia les caracteristiques
» 2

basiques dels pacients amb FA 1 les distingia del “nodal rhythm”.” Poc després publicava dos

registres electrocardiografics en FA i definia les ones f (Figura 1.3



Figura 1: Dos dels primers registres ECG publicats de pacients amb FA. Reproduit de Lewis T>*

Durant molt temps s’havia considerat la FA com una variant de la normalitat, sense significat
patologic, perod tot i aix0 avui utilitzem farmacs antiaritmics-aritmogenics, suggerim als
pacients complexos procediments d’ablacid i receptem tractaments anticoagulants que
requereixen un seguiment rigor6s. Durant molt de temps ens ha estat passant per davant, i no
I’hem sabut reconéixer, tal com preveia, sense saber-ho, Lewis en una conferéncia al

University College Hospital de Londres, fa just un segle (1912):*

o
The history of the recognition of fibrillation of the auricles

will impress you with the dimness of our eyes and the
opacity of the obstacles which embarrass our vision. You will
know how blind we have been to things which, once seen,

”
are so apparent.

inicament, la es caracteritza per una perdua de la sincronia contractil de les auricules
Cl t, la FA terit dua de 1 tractil de 1 les,
que es contrauen de forma desorganitzada, com un “sac de cucs”. En I’ECG la identifiquem

per la manca d’ones P i la seva substitucid per les anomenades ones f a una freqiiéncia de



400-600 bpm. El node auriculo-ventricular actua de filtre i permet una freqtiéncia ventricular

menor, pero irregular.

A nivell epidemiologic, la FA és ’aritmia cardiaca més freqiient, i la seva prevalenga segueix
incrementant-se no només pel creixement en valors absoluts de la poblacido i el seu
envelliment, siné que augmenta després d’ajustar per sexe i edat.” En edats mitges de la vida,
la prevalenca se situa entorn al 1%, perd s’incrementa rapidament amb ’edat.® Es calcula que

el risc de patir FA en algun moment de la vida per a una persona de 55 anys és d’un 25%.”"

Al diagnostic de FA 1’acompanya una elevada morbi-mortalitat. El trombo-embolisme
cerebral és la complicacié més temuda. Els pacients amb FA no tractats tenen un increment
de risc d’accident vascular cerebral més de 5 vegades superior a la poblacié sense FA.” En
apareixer de forma sobtada, la incapacitacid ocasionada per un ictus en un pacient amb FA ¢&s
major, i la mortalitat de I’episodi agut és doble, en comparacid als ictus apareguts en pacients
sense aritmia.'’ Globalment, després d’ajustar pel sexe, edat i altres factors de risc

cardiovascular, la FA dobla la mortalitat en la poblacié afectada."!

L’elevada prevalenca i morbi-mortalitat associada a la FA té no sols un elevat impacte social
1 en el malalt, també requereix una elevada despesa econdomica. Diversos estudis estimen que
el cost directe per pacient se situa de mitja entre 1000 1 6000 € anuals en funcid del pais i les
caracteristiques del pacient 1 de la FA. La major part del cost prové de la despesa derivada
dels ingressos hospitalaris per 1’aritmia o les seves complicacions.'> A nivell nacional
representava un 0,62% de la despesa del National Health Service al Regne Unit el 1995, que

es va incrementar fins al 0,97% I’any 2000."° En 5 anys, el pes relatiu de la FA en el



pressupost nacional de salut s’havia incrementat un 50%, fins i tot abans de la popularitzacié

dels procediments d’ablacid 1 de I’aparicié de nous farmacs antiaritmics i anticoagulants.

L’impacte social i economic s’ha reflectit en un interes cientific creixent. En els darrers deu
anys, el nimero de publicacions a ISI Web of Knowledge sota el terme de busqueda “atrial
fibrillation” s’ha multiplicat per un valor superior a 2 (Figura 2A), un increment relatiu

superior a les publicacions sota el terme “heart” o “heart failure” (Figura 2B).
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Figura 2: Evolucid del numero d’articles publicats cada any sobre la FA. (A) Articles publicats sobre “fibril-lacié auricular” en
els darrers anys. (B) Comparacid de I'increment relatiu de publicacions en comparacié a les publicacions sobre
“insuficiéncia cardiaca” o “cor” en els darrers el mateix periode. Dades extretes d’'IS/ Web of Knowledge

Amb tot, el coneixement que tenim avui en dia de la FA és encara molt parcial. No en tenim
una visio de conjunt, sind petites parcel-les no connectades entre si i que donen una visio
molt reduida. Una proporcié propera al 10% de pacients s’etiqueten com a “FA aillada”,'* és
a dir, d’etiologia 1 fisiopatologia desconeguda. Encara no entenem, 1 sovint no s’accepta, com
una activitat considerada saludable com I’exercici fisic en pot ser un factor de risc. Moltes de
les teories de meitats del segle passat sobre els mecanismes basics de la FA sén encara

valids, sense que haguem pogut confirmar-los ni rebutjar-los definitivament. Encara més, el

tractament dista molt de ser ni tan sols adequat, els farmacs son poc selectius 1 tenen efectes



secundaris freqiients, les combinacions son perilloses, i el temor de sagnats i aritmies
potencialment mortals sempre estd present quan tractem un pacient amb “només una

fibril-lacio auricular”. Queda encara molt per aprendre...

1.1. Fisiologia de la conducci6 eléctrica

El batec cardiac resulta del desplacament d’un estimul eléctric per tot el cor. Quan els miocits
son excitats eléctricament es promou 1’entrada ciclica de calci i desencadena ’activitat
contractil. En condicions fisiologiques, I’estimul eléctric s origina en el node sinusal, situat a
la porci¢ alta de I’auricula dreta, prop de la vena cava superior. A partir del node sinusal
I’impuls electric es propaga per la resta del cor per unes vies de conduccio preferencial, que
inclouen el feix de Bachmann fins a I’auricula esquerra, i el node auriculoventricular, el feix

de His i les seves branques, i les fibres de Purkinje, fins a ambdos ventricles (Figura 3).

Feix de Bachmann
Node sinusal (1)

Node auriculo-
ventricular (10)

Fascicle post. de _|
br. Esquerra (5)

Fibres de
Purkinje

Branca dreta (10)

Fascicle ant. de
branca esquerra(6)

Figura 3: Esquema del sistema de conduccid eléctrica en el cor, amb les principals vies indicades en groc (esquerra) o blau
(dreta). Modificat de Wikimedia Commons, sota llicencia Commons.



1.1.1. Geénesi del potencial de membrana

La concentracié d’ions en I’interior i ’exterior de les cel-lules difereix significativament. En
miocits en repos, sense activitat espontania, hi ha un predomini d’ions negatius en 1’interior
del miocit en comparaciéo amb 1’espai extracel-lular (Figura 4), generant una diferéncia de
potencial entre ambdues vessants de la membrana. Per conveni, la diferéncia de potencial de

la membrana, es defineix com a:

ddp = (potencial exterior) — (potencial interior)

resultant en un potencial de membrana amb un valor negatiu.

Els ions difonen d’una banda a I’altra de la membrana en funcié de la conductivitat de la
membrana, i del gradient electric 1 de concentracid. El potencial de Nernst és la diferéncia de
potencial a la que no s’observa un moviment net d’ions a través de la membrana, ja la difusio
a favor del gradient electric s’equilibra amb la difusié a favor de gradient de concentracid
(Figura 4B). Els ions tendiran a difondre’s per a modificar el potencial de membrana i assolir

el seu potencial de Nernst.

La membrana lipidica és impermeable al pas d’ions i la seva conductivitat depen de
I’obertura dels canals ionics que en permeten la difusi6. Cada canal ionic sol ser més
especific per a un 16 (que li dona nom) que per als altres, i es pot trobar a la membrana en un
estat obert, tancat o inactiu. El pas d’un estat a un altre és variable i especific en cada canal.
En general, un canal s’obre quan el potencial de membrana assoleix un valor llindar, i

s’inactiva o es tanca per un procés dependent de temps i/o voltatge.



En repos, els unics canals oberts son de potassi (Ix;). El potencial de membrana, doncs, sera
molt proper al potencial de Nernst del potassi, ja que la resta d’ions difonen molt
minimament. La intensitat de la corrent de potassi Ix; €s major a ventricle que a auricula,
propiciant que el potencial de repos sigui de de 5 a 10 mV menys negatiu a I’auricula (~ -80

mV) que en el ventricle (~ -90mV)

A ©9o9° .9
O 5)

[io)intra [i0)extra Potencial de

{mEq/L) (mEa/L) Nersnt
Na* 10 142 +65 mV
K 140 4 -88 mv
(ol 4 103 -82 mV
Ca* 0,0001 2.4 +140 mV

Figura 4: Equilibri ionic dels miocits durant la fase de repos. (A) Representacié de la distribucié en el citoplasma i espai
intersticial dels principals ions implicats en el PAcc. (B) Concentracié a l'interior i exterior de la cél-lula i potencial de
Nernst per a cada i6. RS: reticle sarcoplasmatic.

1.1.2. Configuracié del potencial d’accid

El potencial d’accio (PAcc) ¢€s la unitat basica de la transmissio de I’estimul eléctric i
representa el canvi del potencial de membrana en funcié del temps en un punt determinat de
la membrana del miocit. A la Figura 5 s’hi representa un esquema de la morfologia d’un
PAcc. L’obertura i inactivacid dels canals ionics generen corrents transmembrana que

modifiquen el potencial de membrana i confeccionen la morfologia del PAcc.

El PAcc s’inicia quan una porcié de membrana es despolaritza lleument (~ -70mV) com a



conseqiiencia de la fase 0 d’una zona adjacent. En miocits humans, aquesta lleu
despolaritzacid desencadena I’obertura dels canals de sodi i la fase 0 del PAcc. En la fase 0,
I’entrada a la cel-lula de grans quantitats de sodi amb carrega positiva, modifica i positivitza
el potencial de membrana. La corrent rapida de sodi s’inactiva en pocs milisegons. El
voltatge positiu en la membrana activa la corrent de sortida de potassi I, que inicia la
repolaritzacio en la fase 1 del PAcc. I, s’inactiva rapidament i dona pas a la meseta del PAcc
(fase 2), caracteritzada per una fase d’equilibri entre les corrents despolaritzants i
repolaritzants. Les magnituds de Ic,. 1 Inar (corrent lenta de sodi, romanent de la corrent
rapida de sodi) per una banda, 1 per les diverses corrents de sortida de potassi d’altra banda
(Ikr, Ixs, més Igyr a Pauricula) son similars, 1 la corrent neta a través de la membrana ¢€s
gairebé nul-la. La inactivacié progressiva de Ic,. 1 la intensitat creixent de les diverses

corrents de potassi repolaritzen el miocit fins a retornar al potencial de repos (fase 4).
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Figura 5: Morfologia del PAcc auricular i principals corrents ioniques implicades en la configuracié del PAcc auricular. En
blau, les corrents despolaritzants (d’entrada), en vermell repolaritzants (de sortida).



La corrent de potassi Ix; posseeix propietats de rectificacid. L’entrada d’ions de potassi per
sota del potencial de Nernst €s proporcional al voltatge de membrana. Per contra, la corrent
de sortida s’incrementa lleugerament més enlla del potencial de Nernst, perd es redueix
drasticament més enlla. D’aquesta manera, Igx; s’inactiva a voltatges positius, durant la
despolaritzaciéo del miocit, perd s’obre novament en la fase 3 tardana, participant en la
darrera fase de la repolaritzacié. En la fase 4, Ix; és la principal conductancia activa i, tal com
s’ha descrit, fixa el potencial de membrana en repos del miocit. Tot i que en menor intensitat,
dues corrents dependents de lligants, Ixarp 1 Ikacn, també tenen caracteristiques de

rectificacio i propietats similars a Ig;.

Els canvis en la preseéncia, intensitat o caracteristiques de cadascuna d’aquestes corrents
implica canvis en les caracteristiques del PAcc i de les propietats electrofisiologiques del

miocit.

La despolaritzacié durant la fase 0 d’un segment de membrana modifica per contigiiitat el
potencial de membrana de la porci6 de membrana adjacent i1 permet la conduccid
longitudinal en els miocits. El salt de miocit a miocit €s facilitat per unions intercel-lulars
especialitzades formades per unes proteines anomenades connexines. Les connexines formen
porus que comuniquen el citoplasma de cel-lules adjacents 1 hi permeten el pas d’ions,
formant un sinciti funcional. En 1’ésser huma s’han descrit 21 tipus de connexines,
distribuides per tot I’organisme. A nivell auricular, la principal és la Cx 40. Tot i que en els
primers mesos de vida les connexines tendeixen a distribuir-se més o menys homogeniament
en tota la membrana del midcit, posteriorment es disposen a les unions termino-terminals;"’

conseqiientment, en cors adults la conduccio en la direccidé paral-lela a la disposicid dels



miocits és més rapida que en la direccid perpendicular. Aquesta conduccio longitudinal

preferencial es coneix com a anisotropia.

1.1.3. Acoblament excitacio-contraccid

L’entrada de calci durant la fases 1 1 2 del PAcc a través dels canals tipus L de calci (Icar)
incrementa la concentracid citoplasmatica de calci. Aquest increment és sensat pel receptor
de ryanodina (RyR), que en preseéncia de calci citoplasmatic allibera grans quantitats del calci
emmagatzemat a l’interior del reticle sarcoplasmatic. En condicions de repos, el reticle
sarcoplasmatic conté una concentracid de calci 10000 vegades superior al citoplasma. El
calci s’uneix a troponina C, ocasionant un canvi conformacional que permet a la miosina
interaccionar amb els miofilaments d’actina, iniciant la contraccié. La concentracid
citoplasmatica de calci es redueix posteriorment mitjangant la reintroduccid al reticle
sarcoplasmic per un transportador dependent d’ATP (SERCA, Sarco/Endoplasmic Reticulum
Ca2+-ATPase) o la seva extrusio a 1’espai extracel-lular a través de I’intercanviador de Na-
Ca (NCX). L’activitat de SERCA és regulada per la seva unio a fosfolamban (PLB). En estat
no fosforilat, PLB s’uneix 1 inhibeix SERCA. Quan el PLB es fosforila per la protein-kinasa
depenent d’AMP, (PKA) perd la capacitat d’inhibicié sobre SERCA, que internalitza i
incrementa la concentracio de calci en I’interior del reticle sarcoplasmic (que posteriorment
sera alliberat durant la contraccio). La isoforma II de la protein-kinasa dependent de
Ca*"/calmodulin (Ca’/calmodulin-dependent protein kinase, CAMK-II) té una funci6

essencial en regular aquest procés mitjancant la fosforilacié de PLB, SERCA, RyR i Ica .
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1.2. Fisiopatologia de la FA

Tot 1 que previament s’havia considerat a la FA com una activacio caotica i desorganitzada
del miocardi auricular, avui sabem que €s una patologia organitzada, jerarquitzada i amb uns

mecanismes fisiopatologics definits.

En una visié esquematica representada a la Figura 6, les diverses etiologies de la FA (anell
extern, vermell) indueixen un remodelat auricular a diversos nivells (estructural, autonomic i
electrofisiologic, en I’anell mig, en verd) que condueix als fenomens eléctrics (reentrada,

mecanismes focals, en 1’anell interior) que son la base de la FA.
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Figura 6: Representacid esquematica de la fisiopatologia de la FA. En I'anell exterior (vermell) s’hi representen les
etiologies que condueixen al desenvolupament d’un remodelat auricular (anell central, verd), responsables dels
mecanismes electrofisiologics basics (anell central, blau). Adaptat de Camm AJ et al*®

1.2.1. Etiologia

Si els mecanismes que condueixen al desenvolupament de FA son multiples, les etiologies
que les originen son extremadament variades. Les cardiopaties estructurals son les majors
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contribuidores a 1’epidemiologia de la FA, pero el paper modulador dels factors genétics €s
cada cop més reconegut. En aproximadament un 10% de pacients no és possible identificar
una cardiopatia subjacent tot i un estudi sistematic.'* En aquests casos s’aplica la
denominacio de FA aillada, i estudis recents apunten a diversos factors extrinsecs com a

desencadenants.
1.2.1.1.  Cardiopatia

Les cardiopaties contribueixen de forma molt important a I’epidemiologia de la FA. La
insuficiencia cardiaca, cami final comu de moltes cardiopaties, indueix un substrat pro-
aritmic complex, que inclou canvis estructurals,'’ eléctrics'® i autonomics.”” L’edat és el
predictor més potent de FA, pero el coneixement de la seva fisiopatologia dista molt del que
la seva importancia de salut publica mereix. L’increment de ’anisotropia degut a la fibrosi
miocardica associada a ’edat®® i la redistribucié de connexines'> hi estan possiblement
implicats, perd conformen possiblement només una part del substrat. Els pacients afectats de
diabetis mellitus 1 hipertensi¢ arterial tenen un risc elevat de FA, fins 1 tot abans de
desenvolupar una cardiopatia evident, tot i que els mecanismes encara son desconeguts. La
isquémia auricular aguda®' i cronica’ promouen I’aparicié de FA a través de la promoci6
d’activitat desencadenada 1 fibrosis. Les valvulopaties mitrals indueixen dilatacié auricular,

., . 2304
trastorns de la conduccid i remodelat eléctric.”

1.2.1.2.  Factors genetics

El perfil genétic individual és cada cop més reconegut com un factor critic en el
desenvolupament de FA. Certes mutacions en gens que codifiquen canals i0nics, connexines

o proteines estructurals promouen 1’aparici6 de FA comportant-se com a patologies amb
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heréncia mendeliana.” Els polimorfismes genétics son variacions en la seqiiéncia d’un gen
molt més freqiients en la poblacié que les mutacions. Tot i que confereixen un risc relatiu
baix de FA, contribueixen a un gran nimero de casos de FA en la poblacio general degut a la
seva major prevalenca. En base a la seva implicacié en els mecanismes aritmogenics
coneguts, aquells gens implicats en I’expressié de canals i0nics, connexines 1 proteines
involucrades en el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) van ser els primers que
es van analitzar, mostrant relacions importants.” Els analisis de relacié de genoma complet
(genome-wide linking) han ampliat la nostra perspectiva i revelat nous candidats préviament
no sospitats. El gen PITX2 ha demostrat de forma consistent la relacié més potent amb el
desenvolupament de FA, amb un risc relatiu de 1,8.° PITX2 s’ha implicat en la repressié de
la funcié de marcapassos en 1’auricula esquerra’’ i en la formacio de les venes pulmonars
durant 1’embriogénesi,”® perd també podria regular la funcié dels canals ionics en I’edat
adulta.”?*° Dos gens més s’han relacionat amb el desenvolupament de FA per mecanismes
menys coneguts, el factor de transcripcié ZFHX3 i KCNN3, un canal de potassi activat per

. 2531
calci important en la musculatura vascular.””

1.2.1.3. Factors extrinsecs

Els factors externs influeixen en el risc de FA més enlla del desenvolupament de patologia
cardiaca evident, 1 el seu pes epidemiologic radica especialment en els pacients que
préviament eren considerats com FA aillada. El tabac causa un increment dosi-dependent del
risc de FA.***® Tot i que la gran quantitat de components del tabac han dificultat ’estudi de
la relacio fisiopatologica, s’ha suggerit que el tabac indueix un increment de la fibrosi
miocardica auricular’® probablement mediada per una disminucié de miR-133 i miR-590,>

un increment del to simpatic®® i la induccié d’efectes electrofisiologics directes per part de la
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nicotina.”” El consum puntual de marihuana, cocaina i alcohol pot desencadenar episodis de
FA, mentre que el consum cronic d’alcohol té un efecte toxic sobre els midcits que
contribueix al desenvolupament d’un substrat aritmogeénic. La FA post-cirurgia cardiaca
comporta una elevada morbilitat i un increment del cost hospitalari, 1 s’hi ha implicat el dany
. 138 . . ., . 39 ., .. .,
endotelial™” 1 la redistribucié de connexines.”” L’efecte beneficiés de 1’administracid dels
glucocorticoides en estudis clinics suggereix la contribucidé d’un procés inflamatori
., . 40 . ., . 41 1 ., .. 42 . . N . 43
quirargic.” La dilatacio auricular,” 1’alteraci6 del balan¢ autonomic™ 1 la hipercapnia

contribueixen a desencadenar FA durant els episodis de d’apnea obstructiva.*

Un dels factors extrinsecs emergents que més ha destacat recentment com a promotor de la
FA ¢és ’exercici de resisténcia, com aixi ho demostren gran quantitat d’estudis clinics i

. 455]
epidemiologics.

1.2.2. Remodelat

El remodelat auricular inclou els canvis persistents en 1’auricula, a nivell estructural,

autonomic o eléctric, que faciliten 1’aparicid de FA.
1.2.2.1.  Remodelat estructural

Els canvis en la morfologia o estructura del miocardi, bé sigui a nivell macro o
microscopic,”” conformen el remodelat estructural. La dilatacid auricular i la fibrosi

miocardica en sén els principals components.

La fibrosi auricular és conseqiiéncia de 1’augment del diposit extracel- lular de col-lagen.” El
col-lagen se sintetitza com a precursor, se secreta a 1’espai extracel-lular en forma de

procol-lagen, on madura per 1’accid de lisil-oxidasa i forma fibres insolubles que serveixen
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com a material de sustentacid (Figura 7A). Quan el diposit extracel-lular de col-lagen
s’incrementa, la seva disposicid entre midcits contigus pot interferir en la normal conduccid
de I’estimul eléctric (Figura 7B). L’increment de la fibrosi auricular ocasiona una reduccid
aparent de la velocitat de conduccié en el miocardi,”* de forma desigual i heterogénia entre
les diferents zones de I’auricula,'>* Aquests trastorns corresponen, a nivell microscopic, a
una conducci6 en zig-zag (Figura 7C-E).>> La reduccié de la velocitat facilita la formacié de
reentrades,”® i les reentrades que sostenen la FA s’assenten sobre les zones amb major

contingut fibrotic.”’
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Figura 7: Mecanisme pels que la fibrosi intersticial altera la conduccié cardiaca. (A) Imatge de microscopia electronica de
rastreig de les fibres de col-lagen en condicions fisiologiques en el miocardi; els miocits s’hi han eliminat. (B) Fibres de
col-lagen en un miocardi fibrotic, formant trabécules gruixudes que alteren la normal conduccio eléctrica. (C-E) A
I'esquerra microfotografies de tincions histologiques (vermell de picrosirius, fibrosi en vermell, reproduides de Kawara et
aISG), a la dreta esquema de la conduccid (groc: miocits, vermell fibrosi, blau/verd: connexines, estrella i fletxa blava: inici
de I'estimul i direccid de la conduccid). (C) En condicions normals, la conduccid és preferentment longitudinal, i la
conduccié transversal sincronitza I’activacié dels diferents feixos. (D) Davant de la fibrosi reactiva, el col-lagen es diposita
entre els feixos de miocits, provocant disrupcid de les connexines laterals. Tot i que es pot incrementar la velocitat de
conduccio Iongitudinal,58 es perd la sincronia entre feixos i es pot incrementar I’heterogeneitat de la conduccié. (C) En la
fibrosi reparativa, la conduccié no pot ser lineal i ha de seguir recorreguts en zig-zag.
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La fibrosi miocardica, per se i sense altres cofactors, és capa¢ de desencadenar episodis de
FA. La conduccio en zig-zag en I’interior de les zones de miocardi fibrotic origina canvis
variables en la velocitat de conduccidé com a conseqiiencia dels desajustos entre la intensitat
de I’estimul eléctric ofert i el rebut per miocits adjacents (source-sink mismatch).”® Als
canvis en la velocitat de conduccid el segueixen canvis en la duracié del PAcc i del periode

. 17,54
refractari.'”

Els trastorns locals del periode refractari son suficientment heterogenis com
.. . e e e . 60 . . .
per a propiciar bloquejos de la conduccid i iniciar reentrades i FA.”” Models d’insuficiéncia

(61 - . 002 . ;
cardiaca’ 1 ratolins transgeénics’~ demostren que un substrat caracteritzat només per un

increment del diposit de col-lagen és suficient per a sostenir la FA.

Clinicament, la fibrosis subjacent a la FA s’ha demostrat tant en pacients amb cardiopatia®®*

com en pacients amb FA aillada.®” La intensitat del diposit de la fibrosis auricular prediu
I’aparici6 de FA després d’una cirurgia cardiaca.’® Diversos tractaments amb capacitat
antifibrotica, com els bloquejants del SRAA® i pirfenidona,™ un farmac utilitzat per al
tractament de la fibrosi pulmonar idiopatica, redueixen la fibrosi auricular i prevenen

I’aparicid de FA.

El col-lagen és sintetitzat i1 secretat pels fibroblasts. Els fibroblasts representen més de la

meitat de la poblacid cel-lular del miocardi, tot 1 que contribueixen només en un 5-20% en el

68,69

volum del cor dels mamifers. En no ésser excitables eléctricament, se’ls atribuia un paper

merament estructural. Recentment s’ha descrit que la interaccid entre miocits i fibroblasts

. , . o . . . 70 . C g .. .
modifica les caracteristiques electrofisiologiques del miocardi.” Tot i que I’evidéncia in vivo

71,72

¢s escassa, s’ha suggerit que el citoplasma dels fibroblasts esta connectat amb altres

73

fibroblasts i miocits a través de connexines’ i estructures nanontubulars.”> També podrien

contribuir en la relaci6 fibroblast-midcit interaccions paracrines’® i 1’estimulacié de canals
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ionics activats per estirament en el midcit.”” Globalment, la interaccié miocit-fibroblast
: : . . 74,76 - . C 0 TATSTT -
podria ocasionar canvis en la duracié del PAcc 1 de la velocitat de conduccio, aixi

com en la seva activitat espontania.”® Significativament, en la patologia les interaccions

s’incrementen quan els fibroblasts s’activen i es diferencien a miofibroblast.”

La dilataci6é auricular incrementa la superficie sobre la que s’estableixen les reentrades i
y- s e .. . 79 . ., . p

n’incrementa |’estabilitat, propiciant-ne el manteniment.” La dilatacié auricular és un

substrat comu en diversos models de FA, generalment acompanyant a d’altres factors com la

4

fibrosi o trastorns eléctrics,”* i és una troballa freqiient que es relaciona també amb la

incidéncia de FA aillada.*®

Una reduccio o redistribucio de les unions intercel-lulars (connexines) modifica el pas de
I’estimul eléctric d’un miodcit a un altre. Les conseqiiencies funcionals de les modificacions
en les connexines son encara controvertides. En pacients amb FA s’ha descrit tant un
increment com una reduccié en 1’expressié de connexines.” Originant encara més la
confusio, estudis in vitro demostren que reduccions significatives de fins al 50% del nimero
de connexines no redueix la velocitat de conduccio™ 1, fins 1 tot, per la teoria del cable, pot
incrementar la velocitat de conducci6 longitudinal®® a carrec d’incrementar 1’anisotropia.™
Actualment, se sap que la fosforilacié de les connexines influeix definitivament en la seva
funcionalitat,®' aixi com la seva redistribucié a la zona lateral del miocits®*' provocant
alentiment i bloqueig de la conduccié™ La modulacié de les connexines permet la reversié de
FA en alguns estudis, pero els resultats no han sigut confirmats per altres autors i semblen

ser dependents de I’etiologia.®™

1.2.2.2. Remodelat autonomic

17



El to autonomic i el balang entre els seus dos components, simpatic i parasimpatic, son
importants moduladors de les caracteristiques electrofisiologiques de 1’auricula. El
protagonisme del remodelat autonomic en el desenvolupament de la FA en diverses

., . 85,86
patologies és cada cop més reconegut.”™

Tot 1 que per separat ambdds components son
capagos d’induir escurcament del PAcc i de la refractorietat® ™ 1la seva actuaci6 conjunta té
efectes sinérgics.® En alguns models animals d’insuficiéncia cardiaca, ’activacié simultania
de to simpatic i parasimpatic precedeix ’aparicié de FA.,” per un mecanisme en el que
possiblement participen les anomenades post-despolaritzacions precoces en fase 3.”' LA FA

. . . )
post-operatoria ve precedida per canvis en el balang autonomic.

Globalment, la capacitat aritmogenica del to parasimpatic és superior a la del to simpatic
degut a un efecte més heterogeni del to parasimpatic en I’auricula, que incrementa el risc de
formaci6 de reentrades.”” L’activacié intensa del to parasimpatic és capa¢ de desencadenar
FA fins i tot en cors sans’* i en la majoria de pacients amb FA aillada, presumiblement sense
un remodelat estructural evolucionat, els paroxismes es desencadenen en situacions vagals en
un 70% de casos. L’eliminaci6 per radiofreqiiencia dels ganglis parasimpatics de I’auricula

esquerra s’ha implicat amb eficacia dels procediments d’ablacié de la FA.”
1.2.2.3.  Remodelat electric

Els trastorns primaris en 1’excitabilitat 1 del periode refractari dels miocits constitueixen la
base del remodelat electric. Els canvis en les propietats de les corrents idoniques que
conformen el PAcc (Figura 5) poden desencadenar 1’apariciéo de FA. Un increment de les
corrents repolaritzants o reduccid de les despolaritzants durant el plateau del PAcc escurca el

PAcc i la refractorietat del teixit miocardic, fet que afavoreix la formacié de reentrades. La
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velocitat de conduccié de ’estimul eleéctric en el miocardi ve determinada per la corrent
rapida de sodi que inicia la fase 0 del PAcc. La reduccid de la corrent rapida de sodi alenteix
la conducci6 1 facilita la instauracié de reentrades. Els trastorns del metabolisme del calci a
nivell de qualsevol de les proteines implicades en el maneig intracel-lular indueixen la

formaci6 d’aritmies a través de la formacid de post-despolaritzacions tardanes (PDT).

1.2.3. Mecanismes basics

L’activacié irregular de D’auricula pot ser resultat de la descarrega d’estimuls a alta
freqliencia d’una zona limitada de I’auricula (bé sigui una sola reentrada o un mecanisme
focal) o per la preséncia de multiples reentrades sincroniques en tota 1’auricula. En qualsevol
cas, s’accepta que tant un mecanisme basat en la reentrada com un mecanisme focal poden
resultar en la preséncia de FA, pero no es disposa de proves concloents que decantin per un o
altra. La troballa d’un mecanisme de reentrada en una porcid de miocardi no implica
forcosament que aquest circuit mantingui la FA, sind que pot ser-ne simplement una
conseqiiencia. D’altra banda, la preséncia d’una activacié focal persistent endo o epicardica
pot ser I’expressi6 en la superficie del miocardi d’una reentrada intramiocardica. Es probable
que tant reentrades com mecanismes focals coexisteixin i contribueixin al manteniment de la

FA en diferents punts temporals de la seva evolucio.
1.2.3.1.  Reentrada

El concepte de reentrada que sosté la FA €s un factor comu en moltes teories sobre la base de
la FA. Una reentrada fixa, el concepte de rotor mare o multiples reentrades itinerants en

I’auricula (multiple wavelet) son les teories més reconegudes.
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Com a reentrada s’entén a l’activacio ciclica d’una porcié de miocardi. Per a que pugui
establir-se una reentrada, es requereix que s’estableixi un bloqueig en un punt del circuit i
capacitat d’activacio retrograda. Sera més facil que s’estableixi una reentrada com més curta
sigui la longitud d’ona.”® La longitud d’ona es defineix com la distancia que pot recorrer
I’estimul electric durant un periode equivalent al periode refractari, i representa 1’espai
minim necessari per a que s’estableixi una reentrada. Una longitud d’ona curta implica que,
per a la quantitat de teixit auricular, es podran establir més reentrades i la FA sera més

estable. La longitud d’ona es pot resumir com a producte dels seus determinants:

A =vel.x PR

on A és la longitud d’ona, vel. és la velocitat de conduccié i PR el periode refractari. A menor

velocitat de conduccid i periode refractari més curt, menor longitud d’ona.

Per a iniciar una reentrada es requereix que en un moment inicial ’estimul eléctric es
bloquegi en algun punt del circuit. El bloqueig es pot establir per barreres fisiques (per
exemple cicatrius quirirgiques, tractes fibrotics™®), o bé ésser funcionals, per la preséncia de
marcades diferéncies en el periode refractari en zones contiglies (per exemple en la FA per

197

increment del to vagal”’). S’ha descrit que petites zones, d’uns pocs mil-limetres quadrats,

son suficients per a establir una reentrada.’®
1.2.3.2.  Activitat desencadenada

Un marcat increment en la freqiiencia de descarrega en una petita zona del miocardi, que no
pot ésser seguit pel miocardi circumdant i origina una conducci6 fibril-latoria a la resta de
I’auricula, és la base dels mecanismes focals. No s’ha demostrat que 1’automaticitat

incrementada pugui ser el mecanisme fonamental d’un focus de FA, pero existeix certa
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evidéncia que 1’activitat desencadenada (triggered activity) pot estar en la base de

determinats episodis de FA.?!?%1%

L’activitat desencadenada son oscil-lacions del potencial de membrana causades per post-
despolaritzacions que, quan arriben a cert llindar de potencial, poden desencadenar un nou

PAcc.

Les PDT ocorren per 1’alliberament anormal de calci del reticle sarcoplasmatic un cop

finalitzat el PAcc, durant la diastole (fase 4). Les PDT resulten per una funcionalitat

defectuosa del RyR o per una sobrecarrega de calci en el reticle sarcoplasmatic i sén un
99,100

mecanisme aritmogenic probable quan la FA és secundaria a insuficieéncia cardiaca 0

. <. . 22
1squemia auricular.

Les post-despolaritzacions precoces son oscil-lacions del potencial de membrana originats
per la reactivacid dels canals de calci durant un PAcc prolongat (fase 2 o 3 del PAcc). El seu
paper com a origen de la FA és molt menys conegut que el de les PDT, tot i que podria

1

. 10 . . .
presentar-se en alguns casos molt determinats, ~ especialment pacients amb canalopaties

congenites i bradicardia sinusal.

1.3. Exercici fisic i aritmogénesi

Els efectes saludables de I’exercici fisic en pacients sans o amb cardiopatia han sigut
repetidament comprovats en diverses publicacions'® i la seva necessitat és reconeguda
ampliament per la societat. Els beneficis obtinguts séon dependents de la intensitat, i s’ha

relacionat una millor condicié fisica a una menor mortalitat.'” Tot i aixd, una quantitat
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creixent d’evideéncia esta posant en dubte aquesta relacio lineal, especialment en la fisiologia
del ventricle dret i auricula. Publicacions recents demostren el desenvolupament d’una
miocardiopatia de ventricle dret induida per 1’exercici similar a la displasia aritmogenica de

104

ventricle dret. " Les lesions repetides al ventricle dret durant els episodis repetits d’exercici

fisic d’elevada intensitat en s6n probablement la causa.'®®

De forma similar, diversos estudis han relacionat 1’exercici fisic intens i sostingut amb la FA.
Els primers indicis relacionant FA i esport van sorgir en corredors d’orientacio finesos.”
Estudis posteriors van confirmar aquesta relacid, especialment marcada en atletes de
resisténcia, 1 de forma molt intensa en corredors de maraté,106 ciclistes professionals5 b
esquiadors de fons,” en els que la prevalenga de FA se situa entre el 6 i el 12% en la
cinquena i sisena décades de la vida, molt per sobre de I’esperat per edat i sexe (prevalenca
de 0,3 a 0,5%).107 Tanmateix, el risc no queda reclos als atletes d’alt rendiment. Estudis
inicials suggerien una relacié intensitat-risc,”® fet que s’ha confirmat en un estudi

epidemiologic amb més de 16000 individus sans que ha demostrat una relacié dosi-resposta

entre exercici fisic i FA.*

Caracteristicament, la FA en els atletes apareix en la cinquena década de la vida, després de

49,50

més de 15-20 anys de practica esportiva d’elevada intensitat . Ni els atletes joves, amb

8 109

una carrera esportiva prévia més curta,'® ni la poblacié activa d’edat avancada
(probablement indicant un biaix de poblacio sana) tenen un risc incrementat de FA. Tot 1 que
no s’ha estudiat especificament la modalitat esportiva, la majoria d’estudis publicats
demostrant una major incideéncia de FA inclouen atletes involucrats en esports amb un gran

component aerobic, de resisténcia, amb un risc menor per a altres esports dinamics i sense

estudis que descriguin aquesta relacio en els esports estatics (Figura 8).
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Figura 8: Sintesi dels estudis clinics que relacionen exercici fisic i FA, situant el tipus d’exercici en funcié del risc relatiu (RR)
o odds ratio (OR) d’increment del risc de FA.

1.4. Tractament

El tractament cronic dels pacients amb FA requereix un abordatge multiple. La decisi6 sobre
la intencié de controlar la freqiiencia cardiaca o mantenir el ritme sinusal condicionara 1’us
de determinats antiaritmics, procediments d’ablaci6 o de la modulacié del substrat.

1’110

Actualment, no disposem d’evidéncia que beneficii una o altra estratégia en general, — tot i

que en algunes circumstancies el control del ritme sembla oferir avantatges en termes de

milloria de la funcid ventricular sistolica.'"!

La prevenci6 de les complicacions
tromboemboliques s’ha de considerar en tots els pacients amb FA, independentment del patro

clinic o de I’estrategia antiaritmica.

1.4.1. Tractament antiaritmic

El tractament antiaritmic, entés de forma classica, comprén la inhibiciéo de determinades
corrents ioniques que modifiquen la morfologia del PAcc, I’excitabilitat o 1’automatisme del
miocit 1 dificulten el manteniment dels mecanismes basics que sostenen la FA.
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Si s’opta per una estratégia encaminada a mantenir el ritme sinusal, els farmacs més usats
prolonguen el periode refractari 1 la longitud d’ona. La capacitat d’amiodarona per a
bloquejar multiples corrents probablement justifica la seva major eficacia per al manteniment

. . 112
del ritme sinusal,

tot 1 que la toxicitat pulmonar i tiroide en son els principals factors
limitants. Els farmacs bloquejants dels canals de sodi com flecainida o propafenona,
presenten una eficacia inferior a amiodarona en abséncia d’efectes secundaris extracardiacs,
perd resten contraindicats en pacients amb cardiopatia estructural per la seva capacitat
aritmogenica ventricular. El desenvolupament de farmacs antiaritmics amb selectivitat
. . .. ., 113 . . .
auricular intenten superar aquesta limitacio. ~ El bloqueig selectiu auricular de la corrent
lenta de sodi de ranolazina n’és un exemple.''* L’augment de la mortalitat en pacients amb

factors de risc cardiovascular que reben dronedarona, ''> un analeg amb amiodarona amb una

.. N . . . e 116
menor toxicitat sistémica, n’ha reduit 1’entusiasme inicial.

Els farmacs beta-bloquejants, els antangonistes de calci no-dihidropiridinics, la digoxina,
I’amiodarona 1 la dronedarona estan indicats per al control de la freqiiencia ventricular en

. o .. . . R L ¥/
diverses situacions cliniques, en cas que s’opti per una estratégia de control de freqiiéncia.

1.4.2. Tractament del substrat

Els farmacs antiaritmics classics no modifiquen la historia natural de la FA més enlla de
prevenir el remodelat induit per la mateixa FA. Els tractaments encaminats a tractar el
substrat que sosté la FA per a prevenir-ne la seva aparicio €s un dels camps de recerca

emergents, i constitueixen el que anomenem upstream therapies.

L’actuacid sobre el remodelat estructural ha sigut el més estudiat entre els diversos grups

farmacologics, 1 els inhibidors del SRAA entre tots ells. Els inhibidors de 1’enzim
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convertidor d’angiotensina i els inhibidors de I’ARA2 han obtingut resultats positius en
prevencié de FA en multiples analisis secundaris de grans estudis''® i en alguns randomitzats
de petita mida especificament destinats a estudiar la recurréncia de FA.''"” Globalment, han

. . o, . 1.+ 67.120
demostrant un efecte significatiu, si bé modest, en diversos meta-analisis. 7

Malgrat tot,
aquesta diferéncia no es va reproduir en un meta-analisi en el que només es varen incloure els
estudis que incloien com a objectiu primari la incidéncia de la FA en pacients en risc

121

elevat. = Aquesta diferéncia probablement remarca la importancia d’una actuacié molt

precog en la historia natural de la FA.

L’efecte anti-inflamatori i antioxidant de les estatines s’ha suggerit que també que podria
reduir la incidéncia de FA, tot i que un meta-analisi recent suggereix que un efecte positiu al

curt terme podria desaparéixer en estudis amb un seguiment més llarg.'*

Estudis randomitzats'>® i un recent meta-analisi'>* demostren una manca d’efecte beneficios

dels acids grassos poli-insaturats omega 3.

L’6s de terapies biologiques destinades a modificar I’expressi6 dels canals ionics o de
proteines relacionades amb la fibrosis en els fibroblasts és un dels camps amb un futur més

125
esperangador.

1.4.3. Procediments d’ablacio

Iniciada fa menys de 15 anys per al tractament de pacients amb FA focal en les venes
pulmonars,'?® en ’actualitat els procediments d’ablacié extensos, incloent la modificacié del
substrat mitjangant la realitzaci6 de linies d’ablacid, permet 1’abordatge de pacients amb FA

. - 12
amb una major afectacié estructural.'*’

25



La taxa d’éxit de I’ablacié de FA és superior a la dels farmacs antiaritmics,'® reduint el risc
relatiu de recidiva en un 65%.'” En general, es recomana com a alternativa en pacients que
romanen simptomatics després d’intentar com a minim un firmac antiaritmic.''”'*
Tanmateix, €s una terapia que requereix una lenta corba d’aprenentatge i la necessitat de

centres amb una elevada experieéncia és critica, ja que el seu exit es relaciona directament

amb ’experiéncia de I’operador i el centre."?!

1.4.4. Prevencid tromboembolica

La complicacié més temuda de la FA és el desenvolupament d’embolismes periferics i
cerebrals. El risc global anual de tromboembolisme és d’un 4%,'"” sense que es diferencii de

forma significativa en funci6 del patré de la FA, paroxistica o persistent.'**

El tractament anticoagulant amb antagonistes de la vitamina K redueix en més de dos tergos
els casos de tromboembolisme i aconsegueix reduir I’increment de mortalitat associat a la
FA."*? La proteccié que ofereix aspirina és molt menor, entorn a un 20%."** El benefici de

I’anticoagulacié és major a major risc tromboembélic.'*>'*®

El risc de tromboembolisme no ¢€s reparteix de forma igual en tots els pacients. Durant els
darrers anys, s’han ideat diversos algoritmes per a seleccionar els pacients de més baix risc,
tributaris de no rebre tractament antitrombotic, i administrar anticoagulaci6 oral a tota la
resta. L’escala CHADS, (Congestive heart failure, hypertension, age, diabetes, previous
stroke) ha sigut la més usada recentment. Permet discernir el risc entre un 1,9% en el grup de
baix risc i 18% en el grup d’alt risc,”’ perd tot i aixi aporta un baix poder discriminatori
entre els grups de risc baix i mig."*® En I’actualitat, 1’adopcié de I’escala CHA2DS2-VASc és

11 . , - . . . 1
la recomanada,''” que afegeix el sexe femeni i la vasculopatia com a factors de risc, i déna
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més pes a I’edat avangada, reduint el nimero de pacients tributaris de ser inclosos en el grup

de risc baix. En el futur, noves técniques com la ressonancia magnética poden ser d’ajuda per

. ., . 1
a estratificacié de risc.'”
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Figura 9: Lloc d’actuacio en la cascada de la coagulacié dels anticoagulants usats o en estudi en la FA. Les linies vermelles
indiquen inhibicid, les verdes activacid. En verd els farmacs que han demostrat ser eficagos i segurs en el tractament de la
FA, en vermell, farmacs que han sigut retirats; en blanc, farmacs en estudi.

Després de la decepcid d’altres candidats a substituir els antagonistes de la vitamina K
(ximelagatran com a paradigma), 1’aparicié dels nous anticoagulants orals esta revolucionant
I’orientacio del tractament antitrombotic (Figura 9). Els inhibidors directes del FXa, com
. 140 . 141 . 142 oo
rivaroxaban o apixaban , o del FIla, com dabigatran, "~ han demostrar ser no inferiors, o
fins 1 tot superiors en eficacia i seguretat, al tractament amb anticoagulants antagonistes de la

vitamina K. Pero la comercialitzacié d’aquests farmacs es troba encara en les primeres fases i
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les reticencies 1 problemes no soén infreqiients. La FDA estd investigant dabigatran per
I’aparici6 de complicacions hemorragiques severes en estudis post-comercialitzacio.'* Hi ha
recels sobre si la manca de necessitat de controls d’hemostasia fara perdre al pacient la visid

de la importancia del tractament.

Donada la tendéncia dels trombus a originar-se a 1’orelleta esquerra, la implantacié de

144,145

dispositius €s una estratégia atraient, pero actualment limitat a encara un grup molt

seleccionat de pacients amb contraindicacid a 1’anticoagulacio oral o alt risc hemorragic.

1.5. Fisiologia cardiaca i microRNA.

En els darrers anys, els miRNA han sorgit com a importants reguladors de la sintesi proteica
arreu de D'organisme. Els miRNAs sén oligonucleotids, d’una mitja de 22 nucledtids,
sintetitzats en forma de precursor, i que acaben madurant al citoplasma (Figura 10). Un cop
madurs, s’uneixen a les regions 3’-UTR del mRNA, evitant-ne la traduccioé o provocant la
degradacié del complex miRNA-mRNA. La regié 5° del miRNA ¢&s critica per al
reconeixement de la seqiiéncia diana, i els 8 nucleotids que conformen la seed region son els
més importants. Amb tot, la uni6 de miRNA amb la seva diana no requereix d’una
complementarietat perfecta, de manera que un miRNA pot inhibir una gran quantitat de

mRNAs.

Els miRNA s’expressen amb intensitat diferent en funci6 de 1’0rgan estudiat. A data de marg
de 2012 s’han descrit més de 1500 miRNA diferents.'*® En el cor, sén una vintena els que
estan especialment enriquits.'*” Entre aquests, tres miRNA s’expressen especificament en

cardiomiocits, miR-208a/b i miR-499."*® miR-1 ha sigut el més ampliament estudiat i sembla
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regular I’expressié del gen de la connexina 43, GJA1, i de KCNJ2, responsable de Ig;.'*
miR-1 participa també en el control intracel-lular del calci."”® El grup de miR-15 i miR-21
son inhibidors de 1’apoptosi.”'** La disminuci6 de miR-133 i miR-590 semblen estar
implicats en la fibrosi miocardica auricular secundaria a la nicotina,” tot i que miR-133

també regula I’expressio de KCNH2 i KCNQI i per tant, la duracié del PAcc.

Figura 10: Representacié de la sintesi i actuacié dels microRNA. Bé sigui a través de mirtron o pri-miR, es pleguen
formant els pre-miR i és transportat al citoplasma. Després de madurar fins a miRNA reconeix el corresponent mRNA

diana, n’inhibeix la traduccié a proteina i, de forma variable, n’afavoreix la degradacié. Reproduit de Condorelli et al*®?

El paper dels miRNA en la fisiologia cardiaca i la seva desregulacidé en processos

3

patologics'™ els han convertit en dianes emergents de la bisqueda de noves estratégies
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diagnostiques 1 terapéutiques. La preséncia en plasma de dos dels miRNA especifics del
muscul cardiac com miR-208b i miR499 s’han proposat per al diagnostic preco¢ d’infart de
miocardi."> Els inhibidors dels miRNA sén oligonucleotids complementaris a una seqiiéncia
més o menys llarga del miRNA, perd0 que inclou com a minim la regid seed. Es
comercialitzen en forma de LNA-antimiR (Exiqon®) o d’antagomir. L’administracio
d’inhibidors de miRNAs han demostrat prevenir o revertir el remodelat ventricular advers en

151,152,155

diverses cardiopaties o en la isquémia miocardica. Tanmateix, es desconeix la seva

participacio i possibilitats com a diana terapéutica en la FA.
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OBJECTIUS
GENERALS

L’objectiu global de la tesi €s estudiar la fisiopatologia i el tractament de la FA mitjancant

una aproximacio clinica 1 experimental. En concret, s’estableixen tres objectius principals:

- Estudiar la fisiopatologia de la FA de I’atleta 1 la resposta a la finalitzacid de
I’exercici fisic en un model animal.

- Estudiar el paper de miR-21 en el remodelat estructural auricular en un model animal
i el potencial terapeutic del seu bloqueig.

- Con¢ixer I’epidemiologia, i la relacid eficacia—seguretat de la triple combinacio6

antitrombotica com a régim terapeutic en els pacients amb FA.

Aquests tres objectius seran estudiats en tres sub-projectes separats.
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SUB-PROJECTE 1:

ESTUDI DELS EFECTES
ARITMOGENICS DE L’EXERCICI
FiSIC DE RESISTENCIA EN UN
MODEL ANIMAL

3.1. Justificacié
L’aparicid d’aritmies en una poblacié jove i paradigma de la vida sana com sén els atletes ¢s
un problema social important, pero les causes i mecanismes que comporten aquest problema
romanen desconegudes. En base a coneixements generals de la fisiopatologia de la FA i de
I’adaptacié fisiologica a I’exercici'>® s’ha suggerit la participacié de diversos mecanismes
com la dilatacid auricular, el canvis en el to autonomic o en 1’estat inflamatori sistémic.’’ La

108,156 -

dilatacié auricular és una troballa que comparteixen els atletes d’alt rendiment 1els

pacients amb FA aillada.*® La bradicardia sinusal en els atletes és causada per un increment
del to parasimpatic, acompanyat o no de canvis en la freqiiencia cardiaca intrinseca o el to
156-158

simpatic; és ben conegut que les situacions amb predomini del to parasimpatic son
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desencadenants de paroxismes de FA fins i tot en cors sense cardiopatia.*®** En pacients amb
cardiopatia I’exercici millora la supervivéncia'® per un mecanisme en el que possiblement
participa una normalitzacié de la repolaritzacié ventricular," perd es desconeix si s’afecta la

repolaritzacid auricular.

Per a solventar aquesta mancanga, el grup IDIBAPS d’Aritmies, Estimulacié i Imatge
Cardiaca inicia I’any 2004 1’estudi del substrat aritmogenic en un model animal d’exercici
fisic, en col-laboraci6 amb el laboratori de Patologia Experimental de [I’Institut
d’Investigacions Biomeédiques de Barcelona (IIBB-CSIC). Estudis inicials van demostrar que
en rates sotmeses a exercici fisic de resisténcia mantingut durant llargs periodes s’indueix FA

amb major freqiiencia durant un EEF (

Figura 11A). Un cicle sinusal i de Wenckebach prolongats suggerien un to parasimpatic
incrementat en les rates entrenades. L’increment de fibrosi miocardica en mostres

histologiques en pot constituir un remodelat estructural subjacent (

Figura 11C).”

Un millor coneixement dels mecanismes que contribueixen al desenvolupament de la FA de
I’atleta és un pas essencial per a la comprensié de la patologia i per a poder iniciar la
busqueda tant de estrategies terapeutiques especifiques com, preferiblement, el

desenvolupament d’eines preventives o de deteccid precog¢ d’un substrat proarritmogenic.
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3.2. Hipotesi

L’exercici fisic de resisténcia, mantingut durant llargs periodes de temps, promou el
desenvolupament d’un substrat per a la FA consistent en una combinacié de remodelat
estructural, autonomic i eléctric, tots ells presents perd amb una importancia variable. El

substrat aritmogenic 1 la susceptibilitat a la FA son reversibles en aturar I’exercici fisic.

3.3. Objectius

Els objectius especifics d’aquest subprojecte son:

- Estudiar el remodelat electric auricular que es desenvolupa com a conseqiiencia
de I’exercici fisic.

- Confirmar que el to parasimpatic es troba incrementat com a conseqiiéncia de
I’exercici en el nostre model.

- Estudiar com es modifiquen els components del substrat arimtmogénic en aturar
I’exercici fisic.

- Valorar si aturar I’exercici fisic permet revertir la inducibilitat de FA.

3.4. Métodes

Descripcid del model

Per a replicar els efectes de 1’exercici fisic intens i mantingut, s’adopta un model d’exercici
en cinta rodant en rates. Un conjunt de rates Wistar mascle d’entre 125 1 200 grams de per es

van assignar al grup sedentari (Sed) o exercici (Ex) de forma aleatoria. Les rates del grup Ex



es van sotmetre a un entrenament consistent en carrera en una cinta rodant (Figura 12).
Aquest disposa d’una reixa metal-lica en la part posterior de cada carril que administra
petites descarregues eléctriques al contacte amb la rata i les encoratja a correr. Comengant en
el primer dia d’entrenament, i durant dues setmanes, la intensitat i la duracié de 1’exercici es
van incrementar progressivament per a permetre 1’adaptacié de les rates, assolint finalment
una velocitat de 28 m/min durant 60 minuts. Només es van incloure en I’analisi aquelles rates
que dominaven la técnica de coérrer adequadament, amb una quantitat minima de
descarregues electriques. L’entrenament es va mantenir 5 dies a la setmana, fins a completar
16 setmanes. Un subgrup de rates del grup Ex van aturar I’entrenament a les 16 setmanes i
van restar en repos 4 (grup DEx4) o 8 setmanes (grup DEx8) per a estudiar la reversibilitat
del substrat i1 la inducibilitat. En tots els punts temporals, les rates del grup Sed es van

mantenir en les mateixes condicions que les rates Ex.

Figura 12: Cinta rodant utilitzada per a I’'entrenament de les rates, amb capacitat per a 10 rates simultanies.
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En el grup Ex, els animals van ésser estudiats com a minim 3 dies després de la darrera sessio
d’entrenament per a evitar la interferencia de la resposta aguda a I’exercici. Després dels
estudis in vivo, el cor va ser extret 1 processat d’acord a les necessitats (immersos en
formalina per a estudis histologics, congelats en N, liquid per a biologia molecular o perfosos

retrogradament per aillament de miocits).

Ecocardiografia

Els estudis ecocardiografics es van dur a terme amb una sonda 10S (4,5 — 11,5 MHz) en un
aparell Vivid-7 sota anestesia amb isofluora al 2% 1 O, al 100%. Les principals medicions es
van obtenir mitjan¢ant el mode M en la pla paraesternal d’eix llarg: mides de ’auricula
esquerra (en telesistole i telediastole) i dreta (en telesistole), diametre i gruix de paret del
ventricle dret (ambdos en telediastole). El mode M en eix curt del pla paraesternal a I’algada
dels musculs papil-lars es va usar per a mesurar el diametre del ventricle esquerre (diametre
telediastolic 1 telesistolic) i1 el gruix de la paret posterior i septum interventricular. Tots els
diametres 1 gruixos es van indexar segons la massa corporal. La fraccio d’ejeccid es va
obtenir amb la férmula inclosa en el software incorporat a Vivid7. El registre Doppler d’ona
continua es va obtenir en el tracte de sortida del ventricle esquerre en pla apical de 5 cameres
per a calcular el temps de relaxacid isovolumetric (TRIV), que es va corregir per la

freqiiéncia cardiaca (TRIVc).

Estudi electrofisiologic

El procediment es va realitzar sota anestésia amb isofluora inhalat al 2% 1 intubacid
orotraqueal (O, 100%, ventilacié 2,5 mL/respiracid, 60 respiracions/minut). El pol distal

d’un electrocateter de 1,9F (Scisence, London, ON, Canada) es va avangar fins a l‘auricula

38



dreta a través d’un accés jugular (Figura 13). L’electrocardiograma (ECG, derivacio DII) i
I’electrograma auricular intracavitari es van processar amb un convertidor analogic-digital i
emmagatzemar en un ordinador (IOX 2.5.1.6, EMKA Technologies, Paris, Franga) per a
poder ser analitzat posteriorment en un software especific per al seu analisi (ECG Auto
2.5.1.26, EMKA Technologies, Paris, Franga). L estimulacié eléctrica es va dur a terme amb
un generador d’impulsos (Harvard Aparatus, MA, Estats Units) governat amb un software

programat pel nostre mateix grup.

Figura 13: Fotografia durant un estudi electrofisiologic a una rata. El camp quirdrgic al coll s’ha ampliat per a poder
observar I’entrada del catéter a la jugular. Les fletxes blanques senyalen el catéter i la seva entrada a la jugular dreta. Els
caps de fletxa mostra la connexid del tub oro-traqueal al respirador.

En P’ECG, es varen mesurar els principals intervals que reflecteixen 1’activacid i
repolaritzacio cardiaca. La ona P es va mesurar des de I’inici de I’ona P en linia isoeléctrica
fins a la tornada a la linia isoeléctrica. L’interval PR es va mesurar des de I’inici de 1’ona P
fins a I’inici del complex QRS (ona Q o R, segons la morfologia). La duracié del QRS es va

mesurar des de I’inici del complexi QRS (ona Q o R, segons la morfologia) fins al final de la
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ona S; degut al curt, o sovint inexistent segment ST, es va interpretar al final del QRS al
canvi de pendent entre la ona S i la ona T. L’interval QT es va mesurar des de I’inici del
complex QRS (ona Q o R, segons la morfologia) fins al retorn a la linia isoelectrica; per a
corregir pels canvis de duracido de I’interval QT amb la freqiiencia cardiaca, es mostra
I’interval QT corregit pel RR (QT,), calculat segons la féormula:

_ QT (ms)

2|RR (ms)
150

QTc

Aquesta formula ha demostrat corregir el QT de forma eficient per a la freqiiencia cardiaca

81 Tots els intervals de I’ECG van ser mesurats de forma

habitual de les rates.'
semiautomatica per una utilitat del programa ECG Auto. Es varen mesurar els intervals de

tots els complexes presents en 30 segons de registre i es va calcular la mitja per a obtenir el

resultat final.

El cicle de Wenckebach es va buscar en etapes consecutives de 10 batecs, en els que la
longitud del cicle d’estimulacié es va reduir en 2 ms a cada etapa fins a objectivar-se
prolongacid i bloqueig auriculo-ventricular (bloqueig auriculo-ventricular tipus Mobitz I). La
longitud de cicle més llarga en la que es va observar bloqueig auriculo-ventricular es va

definir com a cicle de Wenckebach.

El periode refractari auricular es va quantificar mitjangant estimulacié programada a auricula
dreta amb un tren de 9 estimuls (S1, longitud de cicle de 150 ms) seguit d’un extraestimul
(S2). L’interval d’acoblament de S2 es va reduir en 2 ms en cada etapa fins a la refractorietat
o un cicle d’acoblament de 20 ms. El periode refractari es va definir con el menor interval

d’acoblament S1-S2 capac¢ de generar una ona de despolaritzacio6 auricular.

40



La inducibilitat de FA es va estudiar amb técniques d’estimulacié amb dos (S2-S3) o tres
extraestimuls (S2-S3-S4) administrats amb fins a un periode d’acoblament minim de 20 ms
durant ritme sinusal espontani i1 després d’un tren de 9 estimuls a un cicle de 150 ms. En cas
de no induir-se aritmies auriculars es va procedir a estimulaci6 auricular en rafegues (burst)
amb un cicle de 60 ms 1 40 ms aplicats durant 7,5, 15 1 30 segons. Es va definir la FA com un
ritme auricular irregular en I’electrograma auricular (cicle inferior a 100ms), abséncia d’ones
P en ’ECG amb linia basal oscil-lant 1 ritme ventricular irregular. Quan es va induir FA, es
va registrar la duraci6 de la FA, i es va considerar no sostinguda quan es va mantenir entre 1 i

30 segons, 1 sostinguda quan la duracid fou de més de 30 segons.

Registres de telemetria

En un subgrup de 15 rates (8 Ex, 7 Sed), es va obtenir un registre electrocardiografic
mitjancant telemetria durant 24 hores consecutives en cinc punts temporals: basalment
(setmana 0), 8 setmanes, 16 setmanes, DEx4 i DEx8. El registre es va iniciar a les 14:00h, i
el cicle de foscor estava establert entre les 18:00 1 les 6:00, essent la resta d’hores de llum.
L’ECG obtingut es va emmagatzemar en un ordinador (I0X 2.5.1.6) per a I’analisi posterior
offline (ECG Auto 2.5.1.26). Mitjangant un modul de reconeixement semi-automatic del
QRS, es van identificar 1 registrar tots els intervals RR; es va calcular la mitja del RR a cada
hora per grup en cada punt temporal. Els periodes amb una elevada variabilitat del RR es van
revisar manualment per assegurar-se la fiabilitat dels resultats, i aquells periodes amb menys

del 95% del temps adequats per a ser analitzar van ser exclosos.

Valoracio del to autonomic
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Es van estimar de forma separada els dos components del to autonomic (simpatic,
parasimpatic) a través dels canvis de la freqiiéncia cardiaca després del bloqueig seqiiencial
amb atropina i propranolol. Tots els animals van ser sotmesos a la medici6 del to simpatic i
parasimpatic en ordre aleatori en 24 hores. Les medicions es van dur a terme en rates
despertes, sense restriccid de moviments a les que se’ls havia implantat un cateter derivat a

I’esquena per a I’administracid in vivo de farmacs.

Per a estudiar el patr6 temporal en la instauracid i duracié de 1’efecte d’ambdos farmacs en
les rates, es van administrar per separat dosis uniques de propranolol (2 mg/kg) 1 atropina (1
mg/kg) en un subgrup de tres rates. Es va quantificar la freqiiencia cardiaca en diferents punts
temporals (basalment, 15 segons, 30 segons, 45 segons, 60 segons, 2 minuts, 3 minuts, 5
minuts, 10 minuts, 20 minuts, 30 minuts, 40 minuts, 50 minuts, 60 minuts i 70 minuts)
(Figura 14). L’atropina va assolir un maxim en la seva accid taquicarditzant després de 45
segons de la injeccio, 1 el seu efecte es va mantenir durant 30 minuts. El propranolol va
mostrar un patrd6 més progressiu, trigant un minut a arribar a I’efecte maxim 1 persistint
durant 50 minuts. En base a aquests resultats, es va decidir que els experiments posteriors
s’haurien de completar en no més de 15 minuts després de 1’administracié del primer farmac
per a assegurar que l’efecte d’ambdos farmacs era simultani al mesurar la freqiiencia

cardiaca, 1 es va seleccionar un interval de 5 a 7 minuts entre ambdos farmacs.
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Figura 14: Quantificacio de I'inici i duracié de I’efecte d’atropina i propranolol. Es mostra la freqtiéncia cardiaca
(mitjazEEM) després de I'administracié de cada farmac ANOVA d’un factor significativa al nivell de 0,01. N=3 en ambdds
experiments. *¥p<0.05; **p<0.01;***p<0.001 vs basal.

El metode seguit per a I’estimacid dels dos components del to autonomic s’esquematitza a la
Figura 15. Per a estimar el to parasimpatic es va administrar inicialment propranolol (2
mg/kg) endovends per a bloquejar el component simpatic, 1 de 5 a 7 minuts després es
bloqueja el component parasimpatic amb atropina (1 mg/kg). Es va definir I’index del to
parasimpatic com a la diferéncia entre la freqiiencia cardiaca després de propranolol i la

freqliencia cardiaca després del doble bloqueig atropina+propranolol.

Per a estimar el to simpatic, es va administrar inicialment atropina (1 mg/kg) seguit de
propranolol (2 mg/kg). L’index del to simpatic es va definir com la diferéncia entre la
freqliencia cardiaca sota bloqueig del to parasimpatic i1 la freqiiencia cardiaca sota doble

bloqueig parasimpatic+simpatic.
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Figura 15: Métode emprat per a I’estimacié del to parasimpatic (PS) i del to simpatic (S) mitjangant la diferéncia de la
frequéncia cardiaca després del bloqueig seqliencial d’'ambdds components. En cadascun dels components simpatic i
parasimpatic es mostra un tragat representatiu d’una medicid (part superior) i un esquema amb el canvi de freqléncia
cardiaca (part inferior). Bpm: batecs per minut; blog.: bloqueig.

Quantificacio6 de la fibrosi

La fibrosi intersticial miocardica es va quantificar en mostres histologiques d’ambdues
auricules tenyides amb vermell de Picrosirius. La tincid de vermell de Picrosirius tenyeix de
forma especifica les fibres de col-lagen de color vermell i en permet la seva quantificacid. De
cada animal, es van obtenir de 6 a 10 seccions auriculars separades 500pm en mostres de cor
en parafina i tenyides segons el protocol estandard.'®'®* Per a ’avaluacié de la fibrosis es
van prendre microfotografies cobrint la totalitat de la seccidé amb un microscopi Olympus
BX60 i una camera QImaging QCam. L’area tenyida en vermell es va quantificar mitjancant
un software d’analisis d’imatges (Image J, U.S. National Institutes of Health, Bethesda,

Maryland, Estats Units). El col-lagen perivascular, pericardic i endocardic van ser exclosos
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e la quantificacio. Els resultats es van correlacionar amb 1’area tissular total i es mostra com
del tifi El Itat | b1’ tissular total t

a percentatge (Figura 16).

Figura 16: Métode emprat per a la quantificacié de la tincié del vermell de Picrosirius. (A) Microfotografia original, abans
de I'analisi, amb els tractes fibrotics tenyits en vermell intens (caps de fletxa). (B) Mitjangcant un software especific es
marca (en negre a la imatge) de forma semiautomatica les arees tenyides de vermell en la preparacié. (C) Després
d’excloure manualment I’endocardi, I'epicardi i els vasos sanguinis (marcats amb fletxes), es quantificara la resta de zones
tenyides en vermell (area rodejada en groc en la imatge).

Aillament de mRNA

Mostres congelades de teixit auricular es varen homogeneitzar usant un politro. Es va obtenir
RNA total mitjancant Trizol seguint les instruccions del fabricant, i es va quantificar el RNA

obtingut mitjangant un espectrofotometre Nanodrop ND-100.

L’expressid del gens implicats en el remodelat ionic (canals ionics de Iy, 1 Icar) €s van obtenir
d’un analisi mitjancant TagMan low-density arrays (TLDAs, Applied Biosystems, Estats
Units) segons métodes descrits.'® Breument, seguint la purificacié de RNA es va aplicar
tractament amb DNAsa I (Sigma, Estats Units) i es va confirmar la manca de contaminacio
de DNA genomic amb RT-PCR. La qualitat del RNA total es va valorar mitjangant micro-
electroforesis amb gel de poliacrilamida (Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies,
Estats Units) i només els RNAs amb un nimero RIN per sobre de 7,5 van ser utilitzats pels

analisis d’expressid. El DNAc es va obtenir a partir de 420 ng de RNA total utilitzant el
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High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). Les reaccions de RT-PCR es van
realitzar 1 van ser llegides en un sistema ABI PRISM 7900HT Fast Real-Time PCR (Applied
Biosystems). Per a la corrent I, es va quantificar I’expressio de les subunitats a: KCND2
(Kv4.2) 1 KCND3 (Kv4.3), i les subunitats 1 reguladores: Kcnip2 (KChiP2), Pias3
(KChAP), KCNE2 (MIRP1), KCNE3 (MIRP2), Kcnabl (Kvp1), Kenab2 (Kvp2) i Kenab3
(KvB3). Per a la corrent I, es va quantificar I’expressio de la subunitat o Cacnalc (Cavl.2),
de les subunitats 026 Cacna2dl (Cava2ol), Cacna2d2 (Cava262) i Cacna2d3 (Cavo2d3), de

la subunitat beta Cacnb2 (Cavf2) i la subunitat gamma Cacng2 (Cavy2)

L’expressié dels marcadors fibrotics en 1’estudi de reversibilitat del substrat estructural es va
realitzar mitjangant técniques de RT-PCR convencionals. El DNAc es va obtenir a partir de 1
pg de mRNA amb iScript cDNA (Bio-Rad Laboratories, CA, Estats Units). 100 ng de cDNA
es van amplificar mitjangant iCycler IQ™ (Bio-Rad Laboratories) utilitzant kits TagMan
especifics per a cada gen (Applied Biosystems, CA, Estats Units). Es van quantificar els
precursors de col-lagen I 1 III (procol-lagen I i procol-lagen III), un enzim implicat en el
remodelat de la matriu extracel-lular (matrix metalloproteinase 2, MMP2) i un potent
inductor de fibrosi miocardica (transforming growth factor-f1, TGFB1). Tots aquests

. . .. . . 160
s’havien demostrat incrementats a les 16 setmanes d’exercici en estudis previs.

En ambdos casos, els nivells d’expressié es mostren mitjangant el métode 2.

Afllament de miodcits

Es van aillar els miocits auriculars mitjancant digestid enzimatica en un sistema de
Langendorf (Figura 17). Les rates van ser anestesiades amb ketamina (100 mg/kg) 1 xylazina

(10 mg/kg) 1 es va administrar heparina sodica (1 mg/kg). El cor es va extreure i submergir
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rapidament en solucié freda (4°C) de Tyrode (NaCl 136 mM, KCl 5.4mM, MgCl, 1mM,
HEPES 5mM, KH,;PO4 0.33 mM, glucosa 10mM) amb 2 mM Ca®". Es canula I’aorta i el cor
es va perfondre retrdgradament amb solucié de Tyrode a 37°C amb 200 uM Ca*" a 37°C fins
a reiniciar el batec cardiac, mantenint-lo durant 4 minuts per a assegurar-se una correcta
perfusid. Posteriorment, la solucid se substitui per soluci6 de Tyrode sense calci i
consecutivament per solucid enzimatica (solucié de Tyrode, col-lagenasa 200 Ul mg/mL)
que es va recircular durant 50 a 55 minuts. Passat aquest temps, i comprovada la consisténcia
tova del teixit auricular, es van retirar ambdues auricules i es van submergir en solucié KB
(KC1 20mM, KH,PO4 10mM, glucosa 10mM, mannitol 40mM, albimina 0.1%, acid L-
glutamic 70mM, acid B-hidroxibutiric 10mM, taurina 20mM, EGTA 10mM), trossejades i
recollides amb extremada cura. Els midcits obtinguts es van mantenir a temperatura ambient

fins a ser usades, no després de 6 hores després d’obtenir-les.

Figura 17: Aparell de Langendorf utilitzat per a I'aillament enzimatic de miocits auriculars. En el detall del requadre
superior-dreta s’observa una ampliacié del cor i la perfusio retrograda.
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Valoracio de ’estrés

Es va avaluar I’estrés que desenvoluparen les rates durant 1’entrenament mitjangant 1’us de
escales qualitatives. L’escala que es va emprar valora parametres de I’aspecte i autocora de

. 164
les rates i del seu comportament.

Un observador extern va complimentar de forma cega un
quiestionari en ambdds grups de rates (Sed, Ex) una hora després que les rates entrenades

finalitzessin 1’exercici, 1 un segona ocasio en fase de repos (més de 12 hores després de

finalitzar I’exercici). Totes les mesures es van repetir com a minim per duplicat.

Analisi estadistic

Les variables quantitatives s’expressen com a mitjatEEM. La distribucid6 normal es va
valorar visualment mitjan¢ant la grafica Q-Q, i la prova de Shapiro-Wilks. Els analisis
estadistics de les variables quantitatives amb distribucié normal es van fer generalment
incorporant totes les dades en un model lineal d’efectes mixt (procediment MIXED) en el
que es van considerar els efectes principals i totes les interaccions possibles. Davant la
troballa d’interaccid significativa entre els efectes principals, es va procedir a realitzar
comparacions posthoc per parelles entre els grups individuals que conformen els efectes
principals. En abséncia d’interaccié perd amb un o més efectes principals significatius, les
comparacions post-hoc es van dur a terme entre els diferents grups dels efectes principals. En
qualsevols dels dos casos, els analisis posthoc es van ajustar mitjangant LSD (least
significant differences). Quan els grups estaven correlacionats (diverses mesures per a un
mateix animal, per exemple en diferents punts temporals o diferents cambres cardiaques), es

va considerar aquest com un factor repetit i la matriu de covariancies es va seleccionar entre
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compound symmetry, Toeplitz, autoregressiu (AR1) i no estructurat (unstructured) mitjancant

el Akaike Information Criteria (AIC) més baix.

Les variables quantitatives que no seguien una distribucié normal degut a asimetria de la
distribucié (skewness) envers valors petits, s’aplica una transformacid logaritmica i
posteriorment la prova estadistica pertinent. En cas de no ser possible la normalitzaci6 de la
variable, es va aplicar ’estadistic no parametric corresponent (U de Mann-Whithney per a

comparaci6 entre dos grups, prova de Kruskal-Wallis per a més de dos grups).

. <. . .. 2
Les variables categoriques es mostren com a percentatge i es van comparar mitjangant y~ o

prova de Fisher exacta (quan alguna de les caselles presenta un valor esperat inferior a 5).

3.5. Resultats

Caracteritzacid del substrat aritmogénic en I’exercici fisic

En estudis previs, el nostre grup ha demostrat que 1’exercici fisic indueix un remodelat
auricular que ¢s capag¢ de sostenir FA, i en el que hi participa el remodelat estructural en

forma de fibrosis (

Figura 11). En un subgrup de rates es va practicar una ecocardiografia a les 16 setmanes
d’exercici. L’entrenament va induir el desenvolupament d’hipertrofia ventricular excentrica,
amb una lleugera, pero significativa reduccid de la fraccid d’ejeccio i disfuncid diastolica
lleugera (Taula 1). Els resultats referents a les auricules es mostren a la Figura 18. Tant

I’auricula esquerra com 1’auricula dreta presentaven una dilatacié significativa després de 16
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setmanes d’exercici, que pot contribuir al substrat aritmogenic de la FA. La dilatacid
auricular s’acompanyava d’hipertrofia dels miodcits auriculars mesurada mitjangant la

capacitancia durant els registres electrofisiologics (Sed vs Ex; 73,5+5,0 pF vs 129,1+8.7 pF,

p<0,001).
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Figura 18: Parametres ecocardiografics auriculars (mitjatEEM) en el grup de desentrenament. 16 setmanes: n=15 (Sed),
n=10 (Ex); DEx4: n=15(Sed), n=10 (Ex); DEx8: n=10 (Sed), n=6 (Ex). **p<0,01; ***p<0,001 Sed vs Ex.

Els resultats previs suggerien un canvi en el balang¢ autonomic (

Figura 11B). En aquest subprojecte es van obtenir registres de telemetria en rates despertes 1
sense restriccio de moviments durant 24 hores que van permetre una primera aproximacio al
balang autonomic. Els animals entrenats van desenvolupar una lleugera bradicardia sinusal a

partir de les 8 setmanes, que es va fer més intensa a partir de les 16 setmanes d’exercici

(Figura 19).
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Figura 19: Quantificacio (mitjaxtEEM) de la freqliéncia cardiaca en cada hora durant un 24 hores consecutives en els
diversos punts temporals. Ex n=8; Sed n=7. *p<0.05 Sed vs Ex.
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DEx4 DEx8
Sed (n=15) Ex (n=10) Sed (n=10) Ex (n=6)

16 setmanes
| (n=15) Ex (n=10)

>3+1.04 85.4+1.54 88.49+0.89 86.41+1.17 88.44+1.17 83.12+1.85

9+0.05 1.73+0.08* 1.42+0.05 1.37+0.06 1.39+0.09 1.53+0.05

8+0.11 3.476+0.077 3.08+0.14 3.36+0.15 3.15+0.11 3.09+0.07

ics ventricular (mitjatEEM) en I'estudi de reversibilitat. DTD VE: diametre telediastolic ventricle esquerre; DTS VE: diametre telesistolic
sterior; SIV: septe interventricular; FEVE: fraccié d’ejeccié del ventricle esquerre; TRIVc: temps relaxacid isovolumeétric corregit pel RR;
VD: paret ventricle dret; TAPSE: tricuspid annulus plane systolic excursion. El nGmero d’animals usats s’indica en la primera fila. *p<0,05;
 cada punt temporal. #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 Sed vs Ex (efecte principal significatiu, per tant aplica a tots els punts temporals).



La bradicardia en aquests registres pot ser conseqiiencia d’una reduccido del to simpatic,
increment del to parasimpatic o a canvis en la freqiiéncia cardiaca intrinseca. Cal remarcar que la
intensitat de la bradicardia va ser especialment marcada durant el cicle de llum (coincidint amb
la fase de son de les rates) en la que fisiologicament el to parasimpatic €s més alt, i per contra,

minima durant el cicle de foscor (predomini simpatic i minim component parasimpatic).

Per a estudiar la contribucié d’ambdds components del to autondmic a la bradicardia en el grup
Ex, es va mesurar la contribucio6 individual del to simpatic i parasimpatic al control de la funcid
cardiaca mitjancant el seu bloqueig seqiiencial amb atropina i propranolol.  Després de 16
setmanes d’exercici, I’index parasimpatic estava marcadament incrementat en les rates del grup
Ex, demostrant-ne una potenciaci6 (Figura 20). No es varen detectar canvis significatius en el to
simpatic ni en la freqiiencia cardiaca intrinseca (després del bloqueig doble, Sed vs Ex; 318+8
bpm vs 338+8 bpm, p=ns). Aquests resultats demostren un remodelat autonomic consistent en

una potenciacid del to parasimpatic en les rates entrenades, susceptibles a desenvolupar FA.

80 index parasimpatic index simpatic
*
60 oSed 100 {i ~~ ; I
3 =Exe 3
20 “Exe
0 0
16s. DEx4 DEx8 16s. DEx4 DEx8

Figura 20:Quantificacié (mitjatEEM) de I'index parasimpatic i simpatic després de 16 setmanes d’exercici fisic en cinta rodant .
Modelat lineal d’efectes mixtes, temps com a factor repetit. N=6 en cada grup. Interaccid significativa al nivell de 0,05. *p<0,05
Sed vs Ex
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El remodelat eléctric representa el tercer pilar del substrat aritmogénic en la FA.'® L’efecte net és
nul, reflectit per la manca de canvis en el periode refractari auricular a les 16 setmanes de

I’exercici (Taula 2).

Reversibilitat de la inducibilitat en aturar I’entrenament

Els resultats previs i els presentats en aquest subprojecte demostren que el remodelat estructural i
auricular son potencials contribuidors al desenvolupament d’un substrat auricular per a la FA en
atletes. Per a aprofundir en la seva contribucio, s’estudia I’evolucié de la inducibilitat de FA i
dels factors associats després de finalitzar 1’exercici fisic. Un grup de rates que s’havien entrenat
durant 16 setmanes, van finalitzar I’exercici fisic, van ser mantingudes sedentaries i van ser

estudiades a les 2 (només per a obtencio de teixit), 4 1 8 setmanes.

Quatre setmanes després de finalitzar ’exercici, la inducibilitat de FA en el grup de rates que
havia fet exercici s’havia reduit drasticament i era comparables a les del grup Sed. Els resultats

eren similars 8 setmanes després de 1’exercici (Figura 21).
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Figura 21: Inducibilitat de FA (sostinguda, FA s i no sostinguda, FA ns) en tots els grups experimentals. Els resultats a les 16
setmanes provenen de la
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Figura 11 i es mostren com a referéncia. Per a Sed: n=15 DEx4; n=10 DEx8. Per a Ex: n=10 DEx4; n=6 DEx8. ***p<0,001 Sed vs
Ex.

No hi havia diferéncies en cap parametre de ’ECG ni a les 4 ni a les 8 setmanes de finalitzar

I’exercici (Taula 2).

16 setmanes DEx4 DEx8

Parametre

Sed (n=20) Ex (n=14) Sed (n=20) Ex(n=8) Sed (n=12) Ex (n=7)
ECG
PR (ms) 51+1 53+1 21+0.1 20+0.2 22+0.3 22+0.4
Pdur (ms) 21+1 22+1 60+1 57£2 66+2 61+2
QRS (ms) 22+1 22+1 21+0.1 20+0.4 22+0.3 22+0.4
QTc (ms) 20543 214+4 176£5 17544 18947 192+11
EEF
WCL (ms) 12143 1394 %* 112+£2 113+7 126 £4 117+4
RSCL (ms) 195+4 223L6%** 185+4 190+ 11 210£5 200+7
ARP (ms) 42+1 40+1 39+1 37+3 46 +£3 39+£3

Taula 2: Resultats (mitjatEEM) de la medicid dels intervals de 'ECG i del parametres EF en cadascun dels punts temporals
estudiats. Els resultats a les 16 setmanes provenen d’estudis previs160 i es mostren com a referéncia.

El to parasimpatic va seguir una evoluci6 paral-lela a la inducibilitat de FA. La longitud del cicle
sinusal 1 de Wenckebach, que estaven incrementats a les 16 setmanes, revertiren a les 4 setmanes
de finalitzar I’exercici (Taula 2). La bradicardia observada durant el periode d’entrenament en
registres de telemetria havia revertit ja en el DEx4 (Figura 19). Ambdds fets suggeriren una
rapida reversio del disbalang autonomic en aturar I’entrenament. L’index parasimpatic corrobora

aquest fet (Figura 20). Després de finalitzar I’exercici, el to parasimpatic reverti rapidament, i era
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comparable a les rates sedentaries després de 4 setmanes. No es trobaren diferéncies en el to

simpatic en cap punt temporal.

L’evolucié del remodelat estructural diferi significativament de la del to autonomic. En
I’ecoardiografia, els diametres sistolic i diastolic de 1’auricula esquerra es varen mantenir
significativament dilatats durant tot el periode de desentrenament estudiat, amb poca tendencia a
revertir (Figura 18). L’auricula dreta es va mantenir dilatada a les 4 setmanes de finalitzar
I’exercici, perd0 es va normalitzar 4 setmanes més tard (DExS8). La dilatacio, hipertrofia i
disfuncio sistolica del ventricle dret no varen retornar completament als valors sedentaris en tot

I’experiment (Taula 1).

El procés de fibrogeénesi activa s’avalua mitjangant la quantificacié de I’expressio de mRNA de
marcadors de fibrosi (TGF-, MMP-2, procol-lagen I i III) en ambdues auricules. L’expressio
d’aquests marcadors s’havia demostrat incrementada en experiments previs després de 16
setmanes d’exercici.'® Els quatre marcadors, havien revertit fins a valors comparables als
sedentaris a les 2 setmanes d’aturar 1’exercici fisic (Figura 22), implicant 1’aturada del procés de

fibrogenesi activa. No hi havia diferéncies significatives entre I’auricula dreta i esquerra.
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Figura 22: Quantificacié (mitjatEEM) de I'expressi6 de mRNA de diferents marcadors de fibrosi miocardica en ambdues
auricules després d’aturar I'exercici. Els valors Sed i Ex (ambdds a les 16 setmanes) es mostren com a referéncia. Proc-I:

procol-lagen I. Proc-lli: procol-lagen Ill. ¥p<0,05;**p<0,01;***p<0,001 vs Ex.

El diposit de col-lagen es va valorar en mostres histologiques tenyides amb vermell de

Picrosirius. La fibrosi tissular avaluada amb aquesta técnica reverti parcialment en aturar

I’entrenament, perd es mantingué significativament superior al grup Sed durant tot el periode

estudiat. Globalment, després de 16 setmanes d’exercici I’increment de fibrosi havia sigut del

60%, mentre que en els grups DEx4 i DEx8 s’havia reduit a 30% (Figura 23). La rapida

normalitzacio de I’expressio dels marcadors de fibrosi amb un increment de fibrosi implica una

aturada de la fibrogenesi activa, pero persisteéncia del col-lagen préviament sintetitzat.
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Figura 23: Quantificacio (mitjatEEM) de la fibrosi intersticial en mostres histologiques. Les dades a les 16 setmanes son les de la
Figura 11i es mostren com a referencia. Ex: N=3 (per a DEx4 i DEx8), Sed: n=5 (per a DEx4 i DEx8). Analisi mitjangant modelat
linear d’efectes mixtes, efecte de grup significatiu sense interaccid. *p<0,05 Sed vs Ex.
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Valoraci6 de ’estrés

La valoraci6 de I’estrés mitjangant una escala qualitativa, analitzada per una observador extern,
no va trobar diferencies significatives ni basalment ni una hora després de 1’exercici fisic (Figura
24).

1.5 0sed
- Aspecte BEx

- Secrecions de porfirina
- Comportament no provocat 10|

- Comportament provocat
- Estat d’hidratacio 0.5
- Vocalitzacio
- Respiracio 0.0
Basal Post-
exercici

Figura 24: items usats en la valoracié del distrés (esquerra) i resultats obtinguts en la valoracié en estat basal i post-exercici
(dreta). Post-exercici inclou I’analisi fet una hora despres de I’exercici tant el grup Ex com el Sed. N=6 per ambdds grups.
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3.6. Conclusions

En aquest projecte aprofundim en el coneixement dels mecanismes implicats en el
desenvolupament de FA com a resultat de I’exercici fisic de resisténcia intens i mantingut durant
llargs periodes. Confirmem que el to parasimpatic es troba incrementat en aquest grup de rates i
pot contribuir al desenvolupament de FA. L’exercici fisic indueix un remodelat eléctric
compensat, que no genera canvis en la duracid del periode refractari i, probablement, sense

implicacid directa en 1’aritmogenicitat.

Els experiments de reversibilitat demostren que la finalitzacié de 1’exercici fisic €s capa¢ de
revertir la capacitat de sostenir FA. La reversio preco¢ del remodelat autonomic i la inducibilitat,
1 la més tardana del substrat estructural, suggereixen un paper central del to autonomic, i un de

complementari del substrat estructural (fibrosi i dilatacid auricular).

Si aquests resultats es confirmen en humans, tindrien importants implicacions en el tractament i

prevencio de la FA de I’atleta.
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SUB-PROJECTE 2:

ESTUDI DE LA PARTICIPACIO DE
MIR-21 EN EL REMODELAT
ESTRUCTURAL AURICULAR |
POTENCIAL TERAPEUTIC

4.1. Justificacio

L’estudi dels mediadors implicats en la fibrosi auricular com TGFp, endotelina o el SRAA
permet coneixer millor els mecanismes que generen el substrat de la FA de moltes etiologies, 1
proposar noves terapies an‘[iari‘[miques.67 Recentment, la descripcio dels miRNA ha obert noves
vies per a I’estudi de la fisiologia i patologia cardiaca.'” Thum et al. van demostrar que miR-21
era el miRNA que més es desregulava en el ventricle esquerre de rates amb insuficiéncia
cardiaca de diferents etiologies."*” La repressio de la traduccié de Sproutyl per part de miR-21,
un regulador negatiu de les protein-quinases activades per mitogens (o mitogen-activated protein

kinases, MAPK1/2, també anomenades erkl/2) es postulava com a mecanisme mediador.'”
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Erk1/2 sén dues proteines amb un 85% d’homologia, implicades en el cicle cel-lular.'® La
conseqiiencia de I’increment de I’expressio de miR-21 és la proliferacio de fibroblasts, la fibrosi
miocardica 1 la disfuncié ventricular. El bloqueig de miR-21 mitjangant inhibidors administrats

sistémicament prevé la disfuncié ventricular.'>

Fins al moment es desconeix el paper de miR-21 en el remodelat auricular i de la promocid de
FA. Estudis previs en gossos amb insuficiencia cardiaca demostraven que erkl/2 estaven
activades en teixit auricular, especialment en fases precoces, i es relacionava amb la fibrosi
miocardica.'” Aquest fet suggereix que miR-21 podria participar també en la fibrosi auricular i

participar en la promoci6 de la FA.

Per a estudiar-ho, préviament es va generar i descriure un model de FA en el context d’infart de
miocardi en rata, donada la dificultat d’administrar inhibidors de microRNA de forma selectiva i

global a tota I’auricula en animals grans.

4.2. Hipotesis

La produccié d’un IM en rates es capag de causar una disfuncid ventricular, promovent el
desenvolupament d’un remodelat auricular que incrementara la inducibilitat de FA. El miR-21
participa en el desenvolupament d’aquest substrat i la seva inhibicid és capa¢ de prevenir la

induccio de FA.

62



4.3. Objectius

Els objectius especifics d’aquest subprojecte son:

- Descriure un model animal de FA secundaria a disfunci6 ventricular isquémica
- Valorar si miR-21 esta implicat en el desenvolupament del substrat aritmogenic.
- Coneixer si la inhibici6 de miR21 és capa¢ de revertir el substrat aritmogenic i la

inducibilitat de FA.

4.4. Métodes

Model animal

Per a generar un remodelat auricular secundari a insuficiéncia cardiaca, s’usa un model d’infart
de miocardi en rata per lligadura de I’artéria coronaria descendent anterior. S’utilitzaren rates

Wistar mascle, d’entre 200 i 250 grams de pes.

Amb la rata anestesiada (isofluora 3%), intubada i ventilada mecanicament (O, 100%, 2,5
mL/respiracio, 60 respiracions per minut), es procedi a toracotomia esquerra, a través de la qual
s’exposa la cara anterior del ventricle esquerre i1 auricula esquerra. Es visualitza la coronaria
descendent anterior i es 1ligd mitjangant una seda de 6-0, aprofundint aproximadament 1 mm en
I’espessor del miocardi. Es comprova una lligadura correcta de ’artéria descendent anterior
mitjancant 1’observacié de canvis electrocardiografics isquémics en I’ECG. En cas de no
visualitzar-se canvis, no es procedi a un segon intent per a evitar altres danys al cor.

Posteriorment, el torax es tanca amb sutura de seda 3-0, i1 la pell amb grapes. Es va administrar
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analgésia amb buprenorfina abans de la cirurgia i 6 hores després. En el grup control es va seguir
tot el procediment excloent la lligadura de la coronaria descendent anterior. Per a evitat el dany
colateral o sobre la coronaria, no s’introdui 1’agulla ni la seda en el miocardi en el grup control

(Ctrl).

Amb posterioritat a la cirurgia, totes les rates es van mantenir estabulades en les condicions
habituals fins al seu estudi a les 2, 4 o 8 setmanes. Per a seleccionar aquelles rates amb un infart
significatiu que fos capa¢ d’originar trastorns hemodinamics secundaris, es van incloure en el
grup IM tnicament per a I’analisi aquelles en les que I’ecocardiografia va objectivar un infart de
miocardi greu definit com un index de motilitat de les parets (WMSI, wall motion score index)

igual o superior a 1,66 (veure apartat d’ecococardiografia per a la descripci6 del metode).

Bloqueig de miR-21

Per a bloquejar I’accid6 de miR21 a nivell local, s’injecta antiMir-21 intramiocardicament. Es
descarta I’administracié sistemica per a evitar influir en I’evolucid natural de I’infart de

miocardi.'*?

L’administracio es va dur a terme durant la cirurgia de I’infart de miocardi. Just
després de la toracotomia i abans de la lligadura de la coronaria descendent anterior, es va
injectar un volum final de 10 pL de soluci6 salina amb 5 pg/puL d’antimiR-21 o un control

negatiu (Exiqon, Dinamarca) en 4-5 punts de 1’auricula esquerra mitjangant una micro-xeringa

Hamilton amb una agulla de 31G.

Es va administrar aleatoriament un oligonucleotid amb seqiiéncia completament complementaria
a la regidé seed de miR-21 (grup KD21) o un oligonucleodtid inert, sense capacitat de reconeixer

cap miRNA conegut (grup Scram). Ambdues sondes disposaven de 9 nucleotids de tipus locked
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nucleic acid (LNA) en les mateixes posicions. Els nucledtids LNA sén modificats sintéticament
per a tancar 1’anell de la ribosa amb un grup metile entre els atoms 2°-O 1 4’-C (Figura 25A),
permetent una major estabilitat térmica del complex mRNA-miRNA, més facilitat per a establir
unions especifiques de complementarietat i major resisténcia a exo i endonucleases. La
seqiiencia de la sonda del grup KD21 era tcagtctgataaget 1 la del grup Scram cgtctagccacctag

(Figura 25B). Ambdues sondes van ser adquirides a Exiqon (Vedbaek, Dinamarca).

3’ -TCGAATAGTCTGACT-5' LNA antimiR-21

B UL LA e

o] .
5’ -UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3’ miR-21 rata
0 M 3" -GATCCACCGATCTGC-5" LNA antimiR (control negatiu)
0=P-0’ |
$ 5’ -UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3’ miR-21 rata

Figura 25: Sondes usades per a I’experiment de bloqueig de miR-21. (A) Nucleotid de tipus LNA. En taronja es mostra el pont
que uneix 2’-0 i i 4’-C. Reproduit de www.exigon.com (B) Seqiiéncies de I’antimiR-21 i la sonda control negatiu. Ressaltades
en grog, la seqiiéncia seed de miR-21, i mitjangant | s’indica la complementarietat de bases. En la seqiiéncia dels LNA
antimiR, la negreta indica que un nucleotid és de tipus LNA.

Estudi electrofisiologic

Per a I’EEF, s’utilitzaren els mateixos metodes que els exposats a [’apartat 3.4 per a la
determinaci6 del periode refractari, cicle de Wenckebach i la mesura dels parametres de I’ECG.
Per a la inducibilitat, s’utilitza un protocol basat en un, dos o tres extraestimuls aplicats sobre un
cicle basal de 150 ms. En cas de no induir-se FA, es van administrar rafegues de 100 estimuls
amb una longitud de cicle de 100ms, decreixent en 5 ms, fins a una longitud de cicle 10 ms
superior al periode refractari, reduint en 2 ms posteriorment. Es va quantificar la duracié maxima

dels episodis de FA induits en cada rata.
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La FA es va definir com un aritmia amb un cicle irregular en I’electrograma auricular, abséncia
d’ones P en I’ECG, amb oscil-lacié de la linia de base i ritme ventricular irregular. Quan es va

induir FA, se’n va quantificar la duracid.

Quantificacio de mRNA/miRNA

El RNA total es va aillar en mostres de teixit auricular esquerre congelat usant el kit mirVana per
a aillament enriquit de miRNA (AM1560, Invitrogen Corporation, NY, Estats Units) d’acord
amb les instruccions del fabricant. La concentraci6 resultant de RNA es va estimar quantificar
amb un espectrofotometre Nanodrop ND-100. La quantificacié de miR21 es va dur a terme
mitjancant primers Taqman especifics (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estats Units). El
procés de RT-PCR es va dur a terme en un ciclador MX3000P (Stratagene, Agilent technologies,
Santa Clara, CA, Estats Units) Els resultats es referencien a SnU6 i es mostren segons el metode
22 Es va seguir el mateix procediment per a la quantificacio de I’expressio6 de mRNA de
Sprouty-1, procol-lagen Io i procol-lagen Illa, mostrant D’expressié relativa a GADPH

mitjangant el métode 274",

Quantificacid de proteines

Es van usar mostres pulveritzades de teixit d’auricula esquerra congelada, que es van dipositar en
solucio freda d’extraccio (25 mmol/L Tris-HCI , 1 mmol/L EGTA,10% glycerol, 1% Triton-X
100, 10 mmol/L dithiothreitol,150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L. MgCl,, 25 mmol/L NaF, 1 mmol/L
NazVOy4, 1 pmol/L microcystin LR, 10 pg/mL leupeptin, 0.1 mmol/L 4-(2-aminoethyl)-

benzenesulfonyl-fluoride hydrochloride) per a ser homogeneitzades amb un politrd. El
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sobrenedant després de centrifugar es va recollir i la concentracid de proteines quantificat

mitjangant una prova de Bradford assay (Bio-Rad Laboratories, CA, Estats Units).

Extractes de proteina (total de 100 pg) es van separar en gels de poliacrilamida al 12% i es van
transferir a membranes de nitrocel-lulosa. Les membranes van ser incubades successivament
amb 1’anticos primari 1 secundari, revelades mitjancant quimioluminiscencia i analitzades
densitometricament. Es van utilitzar anticossos primaris contra ERK1/2 i contra la forma
fosforilada d’ERK1/2 (forma activa), aixi com anticossos anti-GAPDH, que es va usar com a

control.

Histologia

Es quantifica la fibrosi intersticial en mostres histologiques mitjangant la tincid de tricromic de
Masson. El tricromic de Masson tenyeix les fibres de col-lagen de color blau, i la quantificaci6 es

va dur a terme de forma similar a I’esquematitzat per a picrosirius a la Figura 16.

Ecocardiografia

Es van realitzar estudis ecocardiografics en tots els animals abans d’altres estudis in vivo. Es va
utilitzar una sonda 10S (4,5 — 11,5 MHz) en un aparell Vivid-7, sota anestesia inhalada amb
isofluora al 2%. Els metodes usats van seguir els usats a 1’apartat 3.4. Els diametres en telesistole
(AEs), i en telediastole (AEd) de 1’auricula esquerra, i el diametre sistolic de 1’auricula dreta
(AD), es varen mesurar en el mode M del pla paraesternal d’eix llarg. La fraccid d’escurcament

es va calcular com a parametre estimador de la funci6 auricular mitjancat:

(AEd — AEs)
_—

FEauricular (%) = 1Es

100

67



Els diametres telediastolic i telesistolic 1 gruixos ventriculars del ventricle esquerre es van
mesurar en el mode M en eix curt del pla paraesternal a I’algada dels musculs papil-lars. La
fraccid d’ejecciod es va obtenir amb la formula inclosa en el software incorporat a Vivid7 i basada
en el calcul bidimensional de 1’area. La funci6 diastolica es va valorar amb el quocient E/E;,, on
E es la velocitat de I’ona E en el registre del Doppler polsat del flux transmitral, 1 Ej, és la

velocitat de la primera ona sistolica en el registre de Doppler tissular en I’anell mitral lateral.

L’index de funci6é miocardica global (myocardial performance index, MPI) es va calcular com:

_ MVco —TEVAo

MPI = TEVAG x 100

on MVco és el temps entre el tancament de la valvula mitral 1 la reobertura mesurat en el registre
Doppler polsat situat per sobre de la valvula mitral, 1 TEVAo és el temps d’ejeccid calculat amb

el registre Doppler polsat obtingut en el tracte de sortida del ventricle esquerre.

Per a la seleccio de les rates amb un infart de miocardi suficientment greu com per a
desenvolupar trastorns hemodinamics secundaris, es va utilitzar ’index de motilitat de les parets
ventriculars (wall motion score index, WMSI). Per a calcular-lo, es va seleccionar un pla
paraesternal curt a 1’alcada del muscul papil-lar (Figura 26) i es va assignar una puntuacio a cada
segment de ventricle esquerre: 1 per a motilitat normal, 2 per a hipercinesia, 3 per a acinesia, 4
per a discinesia 1 5 per als segments aneurismatics. La valoracid la va realitzar personal
experimentat en la valoracid d’ecocardiografies. La puntuaci6 global es va calcular sumant tots

els valors 1 dividint per 6. Un index superior a 1,66 es considera infart greu.
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Figura 26: Representacio esquematica dels 6 segments en els que es van valorar la motilitat regional per al calcul del WMSI.

Analisis estadistic

Les variables quantitatives amb distribucio normal s’expressen com a mitjarEEM. La distribucio
normal de les variables es va comprovar visualment (grafiques Q-Q) i mitjangant la prova de
Shapiro-Wilks. Els analisis es van dur a terme mitjancant un modelat linear d’efectes mixtes
(procediment MIXED), en el que es van incloure tots els factors principals i totes les seves
interaccions. Quan es va trobar una interaccid o un efecte principal significatius, es van dur a
terme comparacions en parelles entre els grups adequats, ajustant mitjangant LSD (/east

significant differences).

Els resultats de variables que no seguien una distribucio normal (resultats d’expressid geénica),
s’hi va aplicar una transformacid logaritmica de la variable, que aconsegui adaptar-les a una

distribucié normal:

y' =lny

Els resultats del WMSI i de la duraci6é de la FA induida no seguien una distribucié normal ni
basalment ni després de la transformacié logaritmica, i les comparacions es van fer amb una

prova no parametrica de Kruskal-Wallis i les comparacions post-hoc ajustant segons el metode
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de Dunn. Per a aquestes variables, els resultats es mostren com a mediana (rang interquartil).

Tots els analisis estadistics es van obtenir amb SPSS v19.0 (IBM, Amtak, NY, Estats Units) i

GraphPad v5.0 (La Jolla, CA, Estats Units). Una p<0,05 es va considerar com a significativa.

4.5. Resultats

Descripcid del model de FA en rates amb infart de miocardi

La cirurgia d’infart de miocardi va induir eficagment un marcat empitjorament en la funcid
ventricular demostrada per ecocardiografia. E1 WMSI, utilitzat per a seleccionar les rates amb un
gran IM, era significativament superior en el grup IM (Figura 27). Els resultats de la resta de
parametres ecocardiografics es mostren a la Figura 28. La funcid sistolica ventricular, avaluada
mitjancant la fraccio d’ejeccio, es trobava ja marcadament reduida en el grup IM a les 2
setmanes de la lligadura de la coronaria (control vs IM, 82%+3% vs 32%+4%, p<0,001), i es va
mantenir estable posteriorment. La disfuncid sistolica s’acompanya de dilatacié ventricular,
disfuncié diastolica i un empitjorament en la funcié global valorada mitjangant MPI, tots ells

afectant-se de forma molt severa en les primeres dues setmanes.

s WMSI

Jedk Jede
20, [ICtrl
1.5 IlM
1.04
18 9 9
e Bsl 2s. 8s.

Figura 27: Resultats (mediana, rang interquartil) de la mesura del WMSI en els grups control (Ctrl) i infart de miocardi (IM).
**p<0,01 vs Bsl. Bsl: basal.
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El remodelat auricular segui un patrd evolutiu més lent i progressiu, reflectint probablement la
necessitat de desenvolupar alteracions hemodinamiques abans de produir-se afectacid auricular
ecocardiografica. A les 2 setmanes de la cirurgia, el grup sotmes a un infart de miocardi presenta
una lleuger increment en el diametre sistolic 1 diastolic de 'auricula esquerra. L’auricula
esquerra es va seguir dilatant en les segiients setmanes, i a les 8 setmanes post-infart de miocardi
s’observa una dilataci6 molt marcada, significativa, en els dos diametres auriculars, que es
corresponia amb una reduccio de la funcio sistolica auricular. La dilatacio de 1’auricula dreta a

les 8 setmanes indica la preséncia d’alteracions hemodinamiques severes que afecten el cor dret.
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Figura 28: Resultats de I'ecocardiografia (mitjatEEM) abans de la cirurgia, a les 2 setmanes i a les 8 setmanes en els grups
control i infart. Bsl: basal (pre-cirurgia); AEd: mida telediastélica auricula esquerra; AEs: mida telesistélica auricula esquerra;
FEAur: fraccid d’escurcament auricular; AD: mida de I'auricula dreta; DTDVE: diametre telediastolic del ventricle esquerre;
DTSVE: diametre telesistolic del ventricle esquerre; FEVE: fraccid d’ejeccid del ventricle esquerre; MPIl: myocardial performance
index. El nUmero d’animals utilitzats s’indica sobre les barres de la primera grafica.**p<0,01; ***p<0,001 Ctrl vs IM; # p<0,05;
##p<0,01; ###p<0,001 vs el punt temporal previ.
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La fibrosi auricular miocardica es va avaluar mitjancant tincions histologiques de tricromic de
Masson a les 2, 4 1 8 setmanes de la cirurgia d’infart de miocardi. En la Figura 29A s’hi mostren
fotografies representatives de cada punt temporal. Dues setmanes després de I’infart s’observa un
increment molt marcat de la fibrosi miocardica. La quantificacid del percentatge de fibrosi sobre
I’area total es representa a la Figura 29B. Quantitativament, la densitat del diposit de col-lagen
s’incrementa 5 vegades en les primeres dues setmanes post-infart. Aquest valor es va mantenir

estable en les segiients setmanes.

A Fibrosis
2s

0
2s 4s 8s.

Figura 29: Valoracié de la fibrosi miocardica induida per I'infart de miocardi. (A) Microfotografies representatives de tincions
d’auricula esquerra amb tricromic de Masson en els grup control (Ctrl) i amb infart de miocardi (IM), a les 2,4 i 8 setmanes. Els
tractes fibrosis es troben representats en blau (fletxes). (B) Quantificacié (mitjaxtEEM) del diposit de col-lagen en tots els grups
experimentals. Per a Sed: n=4 en tots els punts temporals. Per a Ex: n=5 (2 set), n=3 (4 set), n=4 (8 set). *** p<0,001 Ctrl vs IM.

En global, aquestes dades mostren una disfuncié ventricular severa preco¢ en I’evolucio de
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I’infart, que aboca a un procés fibrogenic auricular també preco¢ i a una dilatacié auricular

progressiva, més tardana.

Es va hipotetitzar que la via miR-21/Sproutyl/MAPK participa en el remodelat estructural en
aquest model. En el moment del procés de fibrogénic més actiu, a les 2 setmanes de la cirurgia,
I’expressié de miR-21 estava significativament incrementada en el grup IM (Figura 30A). La
diana de miR-21, Sprouty-1, estava significativament menys expressada en 1’auricula esquerra de
rates amb IM (Figura 30B). La reduccié de Sproutyl s’associa a un increment en la fosforilacio
de les proteines implicades en la regulacid del cicle cel-lular erkl/2 (Figura 31). Aquests
resultats confirmen 1’activacido de la cascada miR-21/Sproutyl/MAPK i suggereixen la seva

participacié en la fibrosi auricular en aquest model.
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Figura 30: Quantificacid (mitjaxtEEM) de I'expressié de (A) miR-21i (B) Sproutyl. N=5 per a tots els grups. *p<0,05 Ctrl vs MI.
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Figura 31: Quantificacid de I'activacio de les MAPK erk1/2 en auricula esquerra (A) Gel de Western-blot per a la valoracio
d’erk1/2 en auricula esquerra de rates control (C) i amb infart de miocardi (IM). (B) Quantificacié d’erk1/2, com a proteina total
i en la seva forma fosforilada activada (p-erk1/2). N=4 per a tots els grups. U.R.: unitats relatives. *p<0,05 Ctrl vs IM.
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La validesa del model per a I’estudi de la FA es va avaluar en un EEF. Les troballes a les 2, 41 8
setmanes de la cirurgia es mostren a la Taula 3. Des de les 2 setmanes, les rates del grup IM
presentaven una prolongacio significativa del periode refractari auricular i del cicle de
Wenckebach, reflectint probablement el trastorn de la conducci6 infrahissia induit per un gran

infart de miocardi. Aquests resultats es mantingueren estables a les 4 1 8 setmanes.

2 setmanes 4 setmanes 8 setmanes
Ctrl. (n=5) IM (n=12) Ctrl. (n=12) IM (n=15) Ctrl. (n=12) MI (n=15)
PRA (ms)™** 39+2 5342 4142 48 +2 4142 59 +3
TRNSc (ms) 3942 42 + 12 40+ 11 38+ 15 36+4 3146
WCL (ms)™* 129+9 156 + 11 144 +7 151 + 11 137+ 4 161 +8

Taula 3: Resultats de I'EEF (mitjatEEM) dels grups control (Ctrl) i infart (IM) a les 2, 4 i 8 setmanes. El numero d’animals usats
s’indica a I’encapgalament de cada columna. PRA: periode refractari auricular; TRNSc: temps de recuperacié del node sinusal
corregit pel RR; WCL: cicle de Wenckebach. Wp<0,001 Ctrl vs IM (efecte de grup).

Es van induir episodis de FA de duracid variable en totes les rates. Tot i que des de la setmana 2
algunes rates amb IM presentaven episodis de FA prolongada, no s’incrementa de forma
significativa en el grup IM fins a 8 setmanes de la cirurgia (Figura 32). Aquestes dades, en
conjunt, reflecteixen que és necessari el desenvolupament de fibrosi miocardica i dilatacio

auricular per a que el substrat sigui capag de sostenir FA.
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Figura 32: Tragat d’un episodi de FA induida durant I'EEF mitjancant dos estimuls després d’un tren d’estimulacié. A la dreta,
duracié dels episodis de FA induida (mediana i rang interquartil). El nimero d’animals usats s’indica a la Taula 3. **p<0.01 Ctrl
vs IM.

Efecte antiaritmic del bloqueig de miR21

L’activacié de miR-21/Sproutyl/ MAPK no implica necessariament la seva participacié en
I’increment de fibrosi. Per a confirmar que miR-21 és capa¢ de modular el substrat estructural i
estudiar-lo com a possible nova diana terapeutica, es van realitzar estudis d’inhibicié de miR-21.
Per a bloquejar miR-21 es va administrar localment un LNA-antimiR complementari a miR-21 o
un control negatiu (Figura 25). En un estudi preliminar, es va demostrar que una dosi
intramiocardica auricular de 50 pug era capag¢ de bloquejar I’activitat local de miR-21 (resultats

no mostrats).

L’efectivitat d’antimiR-21 en bloquejar I’activitat de miR-21 després de la seva administracid
local es va comprovar mitjangant quantificacio6 amb RT-PCR de miR-21 en mostres d’auricula
esquerra (Figura 33). El tractament amb antimiR-21 va aconseguir reduir miR-21 tant en el grup
control com en el grup IM a les 2 setmanes de la cirurgia. Sis setmanes més tard, a les 8
setmanes de la cirurgia, els nivells de miR-21 s’havien reduit drasticament en els dos grups

control i IM, i no es varen demostrar canvis per I’administracioé d’antimiR.
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Figura 33: Quantificacié de mir21 (mitjazEEM) en els diferents grups experimentals. El nimero d’animals utilitzats s’indica a
sobre de cada barra. ***p<0,001 Scram vs KD21.

En els EEF, I’administracidé de KD21 no va modificar el cicle de Wenckebach, el periode

refractari o el temps de recuperacio del node sinusal en cap dels grups (control o IM) (Figura 34).
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Figura 34: Parametres electrofisiologics (mitjatEEM) mesurats en tots els grups experimentals en I’experiment de bloqueig de
miR-21. El nimero d’animals usats es mostra en 'interior de cada barra de la primera grafica. PRA: periode refractari auricular;
WCL: cicle de Wenckebach; TRNSc,qq: temps de recuperacié del node sinusal amb un S1 de 100 ms; TRNSc;q0: temps de
recuperacio del node sinusal amb un S1 equivalent al RR-20 ms. ***p<0,001 Scram vs KD21.
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De forma similar als nostres resultats previs, a les 2 setmanes de la cirurgia la majoria d’episodis
de FA induits van ser de curta duracio tant en el grup control com en el grup IM, sense efecte de
I’administracio de KD21. A les 8 setmanes, en el grup IM es van induir episodis prolongats de
FA. Remarcablement, KD21 va ser capa¢ de reduir significativament la duracid dels episodis de

FA ales 8 setmanes de la cirurgia d’IM (Figura 35).

Duracio FA
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Figura 35: Duracio de la FA induida (mediana, rang interquartil) durant I'EEF en tots els grups experimentals. El nimero
d’animals en cada grup es mostra sobre cada barra. *p<0,05 Scram vs KD21.

Es va hipotetitzar que I’administracié de miR-21 previndria la FA a través d’una reduccié de la
fibrosis miocardica. La fibrosi miocardica es va estudiar en el grup Scram 1 KD21, control i IM,
a les 8 setmanes de la cirurgia (Figura 36). En tincions histologiques de tricromic de Masson el
grup IM-Scram va incrementar 6 vegades el diposit de fibrosi respecte el grup control-Scram.
L’administracio d’antimiR-21 va revertir parcialment la fibrosi induida per I’infart de miocardi,

demostrant que miR21 participa en el desenvolupament de fibrosi miocardica en aquest model.
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Figura 36: Quantificacio de la fibrosis intersticial auricular (mitjazEEM,) en tots els grups experimentals a les 8 setmanes. El
numero d’animals a cada grup es mostra sobre les barres. ***p<0,001 Scram vs KD21, #p<0,05, #Wp<0,001 control vs IM.

Els ECG obtinguts durant ’EEF recolzen 1’efecte antifibrotic de I’administracié d’antimiR-21.
La duraci6 de la ona P, que es correlaciona amb la fibrosi auricular i la vulnerabilitat a la FA,%
estava prolongada en tots els grups IM respecte els control. L’administracio d’antimiR-21 va

reduir la duracié de I’ona P tant el grup control com IM, a les 2 i 8 setmanes (Figura 37).

Durona P

Figura 37: Duracio de I'ona P (mitjatEEM) en I'ECG registrat a I'inici de I'EEF. El nUmero d’animals en cada grup es mostra sobre
cada barra. *p<0,05 Scram vs KD21.
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La duracié de I’interval PR 1 QT, aixi com la duracié del QRS (Figura 38 A-D) estaven

incrementats en el grup IM, sense efecte d’antimiR-21, confirmant 1’acci6 selectiva auricular.

Control M B g, Igterval PR

Figura 38: Altres intervals ECG en |'experiment de bloqueig de miR-21. (A) Mostres representatives d’ECG en animals a les 8
setmanes de la cirurgia, i medicié (mitjatEEM) de I'interval PR (B), el QRS (C) i I'interval QT (D). El nimero d’animals a cada grup
és el mateix que a la Figura 37. *p<0,01; ***p<0,001 Control vs IM.

Per a aprofundir en el remodelat estructural, es va realitzar una ecocardiografia a totes les rates.

Els resultats es mostren a la Figura 39. L’administraci6é d’antimiR-21 no va modificar la dilatacio

auricular esquerra ni cap altre parametre ecocardiografic en cap grup
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Figura 39: Mesures ecocardiografiques (mitjatEEM) en tots els grups experimentals en I'experiment de bloqueig de miR-21.
AEd: diametre de I'auricula esquerra en diastole; AEs: diametre de 'auricula esquerra en sistole; FE,,: fraccié d’escurcament de
|‘auricula esquerra; AD: auricula dreta; DTDVE: diametre telediastolic del ventricle esquerre; DTSVE: diametre telesistolic del
ventricle esquerre; FEVE: fraccid d’ejeccid del ventricle esquerre; MPIl: myocardial performance index. El nimero d’animals
usats es mostra en les barres de la primera grafica. ***p<0,001 Control vs IM.

4.6. Conclusions

- La induccid d’un infart de miocardi per lligadura de la coronaria descendent anterior
¢s un model valid per a I’estudi de la FA

- La via miR21/Sproutyl/erk1/2 participa en el desenvolupament de fibrosi auricular
en aquest model de FA secundaria a insuficiéncia cardiaca isquémica.

- La actuaci6 sobre miRNA ¢€s una nova estrategia terapeutica efica¢ per a 1’actuacio

sobre el substrat aritmogenic.
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SUB-PROJECTE 3:
ESTUDI D’EFICACIA |
SEGURETAT DE LA TRIPLE
COMBINACIO
ANTITROMBOTICA

5.1. Justificacio

La prevencié de tromboembolismes €s un dels pilars essencials del tractament de la FA. Més del
70% de pacients amb FA tenen un risc elevat de patir una complicacié tromboembolica i
requereixen rebre tractament anticoagulant.''” Tot i la recent aparicié dels nous anticoagulants
orals, com els inhibidors directes del factor ' o X,166 els antagonistes de la vitamina K sén

encara el tractament anticoagulant més utilitzat en I’ambit extrahospitalari.

La prevalenga de cardiopatia isquémica en els pacients amb FA se situa entre el 25 i el

167,168 . ., . . e
40%, classificant-los com una poblacié d’elevat risc d’esdeveniments coronaris isqueémics i,
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conseqiientment, de necessitat d’intervencionisme coronari stent. A més, en pacients amb FA i
sense cardiopatia isquémica prévia coneguda, la prevalenca de coronariopatia significativa €s
d’un 35%, que en el 65% dels casos és tributaria d’intevencionisme percutani o cirurgia de

revascularitzacio.'®

Després d’un sindrome coronari agut, les guies de practica clinica recomanen I’administracié de
doble tractament amb aspirina i un inhibidor de P2Y;, (tienopiridines com ticlopidina,
clopidogrel o prasugrel), combinaci®é que resulta obligatoria després de rebre un stent
intracoronari. Aquest tractament cal que es mantingui dotze mesos, tot i que pot reduir-se a un

. . «_ - 170
mes en determinades circumstancies. 7

En els pacients amb FA que pateixen un sindrome coronari agut, la decisio sobre el tractament
antitrombotic és controvertida. La combinacié d’aspirina i clopidogrel és inferior al tractament
amb warfarina per a la prevenci6 de les complicacions emboliques de la FA.'”' L’anticoagulacio
oral és menys efica¢ que la combinacié d’aspirina i clopidogrel en la prevencid de la trombosi
del stent intracoronari i de complicacions coronaries isquémiques.'’>'”® Tots tres farmacs
antitrombotics caldria, doncs, que fossin administrats en pacients amb FA d’alt risc de
complicacions tromboemboliques i antecedent d’un stent intracoronari recent. Tanmateix, el risc
de sagnat s’incrementa de forma marcada en pacients que reben la triple combinacio d’aspirina,
clopidogrel 1 anticoagulacio oral. L’associaci6é d’antiagregants a 1’anticoagulacié oral incrementa
el risc de sagnat,'’* tot i que la magnitud d’aquest risc es desconeixia en el moment d’iniciar el
projecte.'” En aquest context, s’havien publicat diversos casos de pacients amb FA i sagnats

, . . . 176
greus després d’un intervencionisme percutani.
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El tractament antiagregant Optim en un pacient anticoagulant, i en els pacients amb FA en

particular, que reben un stent intracoronari no esta encara ben definit.

5.2. Hipotesi

La necessitat de combinar els tractaments antitrombotics aspirina, clopidogrel i anticoagulacio
oral en un mateix pacient és un problema freqiient, especialment en aquells que tenen
antecedents de FA. La triple combinacié antitrombotica (aspirina, clopidogrel, anticoagulacio
oral) és la més efectiva en la prevencid tromboembolica, perd s’associa a un risc significatiu de

sagnats.

5.3. Objectius

Els objectius especifics d’aquest subprojecte son:

- Comparar la seguretat 1 eficacia del régim triple antitrombotic en comparacié a d’altres
combinacions usades a la practica clinica.
- Descriure les caracteristiques dels pacients que precisen triple tractament antitrombotic i

’actitud seguida.

5.4. Meétodes

Per a estudiar la magnitud del problema, riscos i beneficis del TT, es van identificar pacients que

rebien TT i es van comparar la seva evolucid a pacients que van rebin combinacions alternatives.
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Per a obtenir una visié més global del problema, es varen seleccionar tots els pacients que rebien

TT, independentment de si la indicacid de la mateixa era FA o d’altres.

Seleccid de pacients

Els pacients es varen seleccionar en dues etapes i casuistiques diferents. En una primera etapa,
exploratoria, es varen recollir retrospectivament els pacients que havien rebut tractament
antitrombotic triple 1 se’n va estudiar la seguretat. En una segona fase, es van seleccionar
prospectivament els pacients sotmesos a coronariografia que tenien indicacio de TT,
independentment del tractament finalment rebut, i se’n va avaluar I’actitud terapeutica adoptada,

I’eficacia i la seguretat.

- Estudi exploratori retrospectiu

L’estudi es va plantejar com un estudi observacional, de cohorts historiques i exposicid creuada.

Per a identificar un grup de pacients que haguessin rebut la combinacid d’aspirina, clopidogrel i
anticoagulacié oral es van revisar tot els pacients inclosos en el registre de la Clinica
d’Anticoagulacio de 1I’Hospital Clinic de Barcelona entre gener de 2005 i juny de 2006.
Mitjangant revisio de la historia clinica, es van identificar tots aquells pacients que, mentre
estaven sota tractament anticoagulant, van rebre un stent intracoronari, i es van seleccionar els

que van rebre conjuntament anticoagulacid oral, AAS 1 clopidogrel després del procediment.

El seguiment dels pacients es va dur a terme en dues etapes:

- Etapade TT (aspirina, clopidogrel, anticoagulacid): s’hi inclouen els esdeveniments que

ocorren després de la coronariografia, i fins que el pacient abandona el clopidogrel.
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- Etapa de DTp (doble terapia posterior al TT): inclou els mateixos pacients un cop es
retira el tractament amb clopidogrel i es prolonga mentre el pacient esta rebent aspirina 1

anticoagulaci6 oral.

Les etapes de seguiment s’esquematitzen a la Figura 40. Es varen recollir i comparar les
complicacions hemorragiques en aquests dos periodes. Donat que cada pacient €s comparat amb
si mateix, s’aconsegueix la maxima homogeneitat entre el seguiment dels grup TT 1 DTp,

reduint-se les diferéncies basals entre els grups.

e
Tractament Triple Tractament Doble
Aspirina Aspirina
Clopidogrel Clopidogrel
Anticoagulacié oral Anticoagulacié oral

O

Figura 40: Esquematitzacid del seguiment d’un pacient en dues etapes: una primera mentre el pacient rep triple tractament
antitrombotic, i una segona quan abandona clopidogrel.

- Estudi prospectiu

L’estudi prospectiu es va plantejar com un estudi prospectiu, observacional, de cohorts, amb

intencid confirmatoria 1 d’estudi d’eficacia.

Entre febrer de 2008 1 maig de 2009, es varen revisar diariament totes les coronariografies
practicades a 1’Hospital Clinic de Barcelona. Per tal de permetre una millor avaluaci6 i
seguiment, la revisid es va limitar als pacients que estaven ingressats en el moment de la

coronariografia. S’identificaren tots aquells pacients que complien que:
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1. Tenien indicacid segons les guies cliniques internacionals vigents en aquell moment de
rebre tractament anticoagulant cronic. Aquests incloien, perd no es limitaven, a pacients

portadors de protesi valvular mecanica,'”’

trombosi venosa profunda/tromboembolisme
pulmonar recent (<6 mesos), accident vascular cerebral probablement embolic i FA amb
CHADS; >1.

2. Van rebre un stent intracoronari,.

En funcié del tractament rebut es van distingir tres grups de seguiment:

- Els pacients que van rebre inicialment aspirina, clopidogrel i anticoagulaci6 oral, van ser
seguits durant ’etapa TT i I’etapa DTp, de forma analoga a 1’estudi retrospectiu.
- Els pacients que van rebre inicialment altres combinacions dobles (majoritariament

aspirina i clopidogrel) van ser seguits mentre seguits mentre la mantenien (etapa DT).

En la Figura 41 s’esquematitza el procés de seleccid i els grups d’estudi.

CORONARIOGRAFIES

Pacients externs

Pacients ingressats

Sense stent/no Indicacié
indicacié anticoagulacio+
anticoagulacié stent
| |
TRIPLE TR.ACTAME NT ALTRES COMBINACIONS (DT)

segvoten T (SUp T seguimenten DT (grup DT)

seguimenten DT (grup DTp)

Figura 41: Esquema de I'estudi prospectiu i definicié dels grups de seguiment.
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Seguiment

En tots els pacients es varen recollir les caracteristiques demografiques i la indicacidé de
I’anticoagulacié. Es va definir a un individu com hipertens, dislipémic o diabétic si rebien
tractament per a la citada patologia o en van ser diagnosticats durant 1’ingrés. Els pacients amb
diagnostic previ d’insuficiéncia renal o concentracid plasmatica de creatinina superior a 1,5
mg/dL en dues o més determinacions en condicid estable i sense relacié proxima amb la
coronariografia es van catalogar d’insuficiencia renal. L’estat de fumador es va atribuir als
pacients que reconeixien haver fumat una cigarreta en el darrer mes. Es recolliren a més les

caracteristiques de 1’episodi index aixi com el tractament antitrombotic rebut a 1’alta.

En tots els pacients el control i ajust dels nivells d’anticoagulacid es van dur a terme a la Clinica
d’Anticoagulacié del Servei d’Hemostasia de 1’Hospital Clinic de Barcelona, i I’INR objectiu
s’havia fixat entre 2 1 3. En cada visita a la Clinica d’anticoagulacid, s’interroga de forma
habitual al pacient sobre 1’aparicié de complicacions hemorragiques, que s’introdueixen en una
base de dades juntament amb el nivell d’anticoagulacié. Només en un pacient que residia
habitualment a Alemanya no es va poder concloure un seguiment adequat 1 va ser exclos de la

valoraci6 de les complicacions, pero inclos en la resta d’analisis.

El seguiment dels pacients anticoagulants es va dur a terme mitjangant la revisio de la base de
dades de la Clinica d’Anticoagulacid i, en I’estudi prospectiu, entrevista telefonica cada 3 mesos
en la que s’interroga sobre les complicacions. En els pacients que no varen rebre tractament
anticoagulant, el seguiment es va dur a terme mitjancant revisio de la historia clinica general de

I’hospital 1 entrevista telefonica cada 3 mesos.
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Es van recollir les complicacions hemorragiques en tots els pacients, aixi com les trombo-

emboliques en I’estudi prospectiu. Els sagnats es van classificar segons la gravetat, en dos grups:

- Hemorragies no greus, com aquelles que precisen atencid a un Servei d’urgeéncies i

requereixen suspendre com a minim una dosi de 1’anticoagulacio.

- Hemorragies greus si havien requerit hospitalitzacié convencional, havien precisat

transfusié o eren potencialment letals.

Els sagnats lleus, definits com aquells que no requereixen atencié a un servei d’Urgencies, no

van ser considerades degudes a la seva universalitat en pacients que reben anticoagulacio.

Per a valorar la correcta intensitat de 1’anticoagulacio oral i la comparabilitat entre els grups de
pacients anticoagulants (TT i DTp), es va comparar el temps en INR objectiu mitjangant dos

metodes (Figura 42):

- Percentatge de controls en INR objectiu, aixi com controls per sobre i sota del rang
objectiu, obtingut mitjangant:

controlsenrang / persobre / per sota

x 100.

% controls en rang = n° total de controls

- Metode de Rosendaal, basat en la interpolacidé lineal de I'INR entre dos controls
consecutius 1 el calcul del numero de dies en rang (Figura 42). El resultat s’ofereix com el

percentatge de dies en rang.'™®
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Figura 42: Metodes per a estimar la qualitat de I'anticoagulacié. Simulacié dels resultat d’INR en un pacient en diversos controls
consecutius. Cada punt representa un control, codificant en color segons el nivell d’anticoagulacié (vermell sobrecoagulat, blau
infracoagulat, verd control en rang). Les linies discontinues representen I'extrapolacid utilitzada per a calcular el percentatge de
dies en rang segons el métode de Rosendaal.

Analisi estadistic

Les variables quantitatives es mostren com a mitjatEEM, i les comparacions es calcularen
mitjancant la prova de t de Student per a mostres independents. S’utilitza 1’ajust de Welch quan
les variances es van demostrar significativament diferents segons la prova de Levéne d’igualtat

de variances.

Les variables categoriques es mostren com a percentatge, i les comparacions es van dur a terme
amb 1’estadistic de X2 o el test exacte de Fisher quan més del 20% de cel-les presentaven un

resultat esperat inferior a 5.

La taxa d’hemorragies es mostra com a numero de complicacions per 100 pacient-anys i
I’interval de confianc¢a del 95%. Les comparacions entre taxes d’incidéncia es varen dur a terme

mitjancant el calcul de la rad de taxes d’incidéncies i tests exactes.

Les complicacions trombotiques es mostren en una grafica de supervivencia de Kaplan-Meyer, i

els dos grups (TT, DTp) es compararen mitjangant log-rank.
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Els analisis estadistics es va calcular mitjangant SPSS v19.0 (IBM, Amtak, NY, Estats Units) i
Medcalc v12.2 (Mariakerke, Belgica). Una p<0,05 es va considerar significativa en tots els

casos.

5.5. Resultats

5.5.1. Estudi retrospectiu

En el registre de a Clinica d’ Anticoagulacio es van identificar un total de 33 pacients que havien
rebut TT en algun moment. Les caracteristiques basals es descriuen a la Taula 4. Es tracta d’una
poblacié majoritariament d’homes, en la setena deécada de vida i1 una relativa baixa prevalenca de
comorbilitat. La indicacié en gairebé la meitat dels pacients era la presencia d’un trombus
intraventricular i poc menys d’un ter¢ tenien FA. Cap dels pacients inclosos tenia antecedents de

sagnats greus.

N (%)
Sexe masculi 28 (84%)
Edat (anys, mitjatEEM) 63+2
Fumador actiu 11 (33%)
Hipertensi6 arterial 15 (45%)
Dislipemia 12 (36%)
Diabetis mellitus 7 (21%)
Insuficieéncia renal cronica 2 (6%)
Indicacid per a I’'anticoagulacié
Trombus intraventricular 19 (49%)
Fibril-lacié auricular 11 (29%)
Accident vascular cerebral 4 (11%)
Trombosis repetitiva del stent 2 (5%)
Valvula mecanica 1(3%)
Mutacié procoagulant 1(3%)

Taula 4: Caracteristiques demografiques i indicacio per a I'anticoagulacié dels pacients inclosos en I'estudi retrospectiu. El total
per a la indicacié suma més de 100% per haver pacients amb més d’una indicacio.
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Es varen seguir els pacients durant un total de 53 pacient-mesos (4,42 pacient-anys) en el periode
de TT (rang 0,5 a 9 mesos, mitja de 1,6 mesos/pacient) i de 869 pacient-mesos (72,4 pacient-

anys) durant el periode de DT (rang 1-107 mesos, mitja de 26,3 mesos/pacient).

Hemorragies
*%k* k%%

:l'r It

IDTp B+

| Y |

No greus Greus Totals
Tipus hemorragia

2
o o
2D

-
Q

Hem/100pcts-an
@
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Figura 43: Mitja i interval de confianga (95%) de la taxa de complicacions hemorragiques en el grup TT i DTp, repartit entre
hemorragies greus i no greus. ***p<0.001 TT vs DTp.

La incidéncia de les complicacions hemorragiques es representa a la Figura 43. Es varen
identificar 2 sagnats greus en el grup DT, i cap en el grup TT, per a registrar taxes de 2,76
sagnats/100 pacients-any 1 0 sagnats/100 pacients-any respectivament, no significativament
diferents. En ambdds grups es van identificar 4 hemorragies no greus, permetent calcular una
taxa d’hemorragies no greus de 5,52 hemorragies/100 pacients-any en el grup DTp i 90,5
hemorragies/100 pacient-anys en el grup TT. Globalment, el grup TT s’associa a un marcat

increment en el risc de sagnat (RR 14, 95%]IC: 10-22, p<0,001).
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A la Taula 5 es descriuen les caracteristiques dels episodis individuals de sagnat. Només en un
episodi de sagnat en el cadascun dels grups TT i DT I’INR calculat el dia del sagnat era superior

al 1imit del rang objectiu.

Edat (anys) INR en el sagnat Tipus de sagnat

Triple tractament (TT)
Hematoma femoral 75 5.47 HnG
Epistaxis 68 2.99 HnG
Hematoma muscular 74 2.99 HnG
Epistaxis 61 2.65 HnG
Doble tractament (DTp)
Hematuria 70 1.97 HnG
Gingivorragia 74 3.7 HnG
Metrorragia 47 2.11 HnG
Hematoma subcutani 72 2.38 HnG
Sagnat gastrointestinal 64 2.44 HG. Requereix ingrés i transfusio
Hematoma subdural 59 1.95 HG. Requereix ingrés

Taula 5: Caracteristiques dels sagnats en ambdds grups TT i DTp en I'estudi retrospectiu. HG: hemorragia greu; HnG:
hemorragia no greu.

La qualitat en el nivell d’anticoagulacid, valorat per qualsevol dels dos metodes descrits es

considera excel-lent 1 sense diferéncies entre ambdods grups (Taula 6).

Triple tractament (%) Doble tractament (%) P
INR en rang 78.4+13 76.6+1,8 0.86
INR per sobre de rang 11.7+0,7 12.2+1,1 0.91
INR per sota de rang 99+1,4 11.2+1,2 0.94
INR rang (Rosendaal) 64.7+2,4 63.5+1.6 0.96

Taula 6: Qualitat de I'anticoagulacio en els grups de I'estudi retrospectiu valorat segons els dos métodes descrits.

5.5.2. Estudi prospectiu

Per a confirmar els resultats i descriure 1’epidemiologia d’aquesta problematica es va dur a terme
un segon estudi prospectiu. Durant un any i tres mesos es van revisar 1355 pacients sotmesos a
coronariografia a I’Hospital Clinic, de les que 662 corresponien a pacients ingressats. Vuitanta-

tres pacients (12.5% dels ingressats) van rebre un stent intracoronari i tenien indicacid per a rebre
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anticoagulaci6 oral. Les caracteristiques basals dels 83 pacients es descriuen a la jError! No se
encuentra el origen de la referencia.. En comparacio a 1’estudi retrospectiu, la poblacid inclosa
¢s d’edat més avangada (8 anys més gran) i una major comorbilitat, com hipertensié arterial
(71%), diabetis mellitus (35%) 1 insuficiencia renal (11%). L’ecocardiografia realitzada durant
I’ingrés demostra una lleugera disfuncio ventricular. Malgrat tot, els pacients inclosos mantenien

una funcionalitat conservada valorat mitjangant I’index de Barthel.

La Taula 7 mostra les caracteristiques relacionades amb I’episodi index. La indicacid
d’anticoagulacié venia determinada en més de la meitat de casos per una FA considerada
d’elevat risc tromboembolic, seguit de la presencia d’un trombus intraventricular en un quart dels

pacients. Els pacients amb una valvula mecanica representava només un 7% dels pacients.

A un 55% de pacients se’ls va indicar una coronariografia en el context d’'un IAMSEST. Tot i
que la majoria van rebre un stent convencional, una quarta part del total de pacients van rebre un

stent farmacologic, requerint una duracio prolongada del tractament antitrombotic triple.

% (n)

Indicacié d’anticoagulacio

Valvula mecanica 7% (6)

Fibril-lacio auricular 58% (49)

Trombus protruient 25% (21)

TVP/TEP 4% (3)

AVC 5% (4)
Indicacid de coronariografia

IAMEST 37% (31)

IAMSEST 55% (46)

Angor d’esforg 7% (6)
Tipus de stent

No 1% (1)

Convencional 74% (62)

Cypher 14% (12)

Taxus 11% (9)

Taula 7: Caracteristiques de I'episodi que motiva la indicacio de coronariografia en I’estudi prospectiu.
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Assignacid del tractament antitrombotic

Entre els 83 pacients que tenien indicacid per a rebre el triple tractament antitrombotic, 43 el van

rebre 1 40 van rebre altres combinacions (j;Error! No se encuentra el origen de la referencia.).

Les diferéncies entre ambdos grups s’indiquen a la jError! No se encuentra el origen de la
referencia.. L unic factor que es va relacionar de forma significativa amb el fet de rebre o no un
triple tractament antitrombotic va ser la indicaci6 d’anticoagulacié. Tots els pacients amb valvula
mecanica van rebre TT, mentre que els pacients amb FA van rebre DT majoritariament (en el
59% de casos). En el grup de pacients amb FA, la puntuacié en ’escala CHADS2 era

lleugerament superior, tot i que no significativament, en el grup que va rebre TT.

El seguiment dels pacients segons el tractament rebut s’esquematitza a la jError! No se
encuentra el origen de la referencia.. En el moment de ’estudi, ticlopidina i clopidogrel eren
les Uniques tienopiridines disponibles comercialment i indicades després de la implantacié d’un
stent. Tots els pacients en el grup TT van rebre acenocumarol, aspirina i clopidogrel. En el grup
DT els pacients van rebre majoritariament AAS+clopidogrel (39 pacients), i nomé€s un pacient va
rebre AAS+anticoagulacid oral. Per a incrementar I’homogeneitat del grup DT, aquest darrer
pacient va ser exclos. Un segon pacient del grup DT també va ser exclos per impossibilitat de
seguiment (residencia habitual a Alemanya). En resum, el grup TT va ésser seguir durant 129
pacient-mesos (rang 0,5 — 17 mesos, mitja de 3,1 mesos/pacient) 1 el grup DT durant 131
pacient-mesos (rang 1-12 mesos, mitja 3,8 pacient-mesos). En el grup DTp els pacients havien
retirat clopidogrel i mantenien AAS+anticoagulacié oral, excepte un pacient que va rebre

unicament anticoagulacié oral. Aquest darrer pacient va ser exclos en ’analisi del grup DTp ja
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que no rebia doble tractament. Els pacients del grup DTp van ser seguit durant 213 pacient-

mesos (rang 0-17 mesos, mitja 5,1 mesos).

Estudi d’eficacia: TT vs aspirina+clopidogrel

El seguiment del grup DT va demostrar que es tractava d’un grup d’alt risc trombotic. Els
pacients que van rebre unicament AAS+Clopidogrel presentaven una elevada taxa de
tromboembolismes. L’adicié d’anticoagulacié oral (grup TT) va ser eficag en la prevencio

d’episodis trombotics (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

A la ;Error! No se encuentra el origen de la referencia. es descriuen els episodis trombotics
individuals registrats durant el seguiment en ambdds grups TT i DT. De forma remarcable, la
gran majoria d’esdeveniments trombotics en el grup DT (7/9, 77%) van ocorrer en pacients amb
FA com a patologia de base, i en quatre d’ells la complicacié trombotica tenia un origen

probablement cardioembolic.

Estudi de seguretat: TT vs aspirina+clopidogrel

Els resultats de I’estudi d’eficacia remarquen la importancia de mantenir 1’anticoagulacié en
quan aquesta esta indicada. Tanmateix, l'increment en la incidéncia d’hemorragies pot

representar-ne un obstacle.

La seguretat d’ambdues combinacions (TT, DT) es va estudiar mitjangant la taxa d’hemorragies

(Figura 44). La incidéncia d’hemorragies es va incrementar de forma molt marcada en el grup
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TT en comparacio al DT (RR 9,9, IC95%: 1,4 — 429). Tanmateix, aquest increment es va deure
principalment a un increment en el nimero d’hemorragies no greus, sense diferéncies en la taxa

d’hemorragies greus.

Hemorrégies** ITT
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Figura 44: Comparacioé de la taxa d’hemorragies en pacients que van rebre triple tractament antitrombotic (aspirina, clopidogrel
i anticoagulacio oral) o doble tractament (aspirina, clopidogrel) després de I'intervencionisme percutani. **p<0,01 TT vs DT.

Estudi de seguretat (aspirina, clopidogrel, anticoagulacié vs aspirina, anticoagulacid): resultats

agregats

Per a obtenir una estimacidé més precisa de la incidencia d’hemorragies en el grup TT (aspirina,
clopidogrel, anticoagulacié oral) i DTp (aspirina, anticoagulacié oral), es van combinar els
resultats de 1’estudi retrospectiu, del qual es va prolongar el seguiment, i els de I’estudi
prospectiu. Aix0 va permetre un seguiment global de 182,83 pacient-mesos en el grup TT 1 1082
pacient-mesos en el grup DTp. Els resultats finals es mostren a la Figura 45. El TT incrementa el
risc hemorragic (RR 9,2 1C95%: 3,7-24,1) en comparacid a aspirina i anticoagulacio, amb carrec

a un increment en les hemorragies no greus, pero no modifica el risc d’hemorragies greus.
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Figura 45: Agregat de la taxa d’hemorragies incloent ambdds estudis en pacients que van rebre inicialment triple tractament
antitrombotic (TT, aspirina, clopidogrel, anticoagulacio oral) i que posteriorment van suspendre clopidogrel (DTp, aspirina,
anticoagulacio oral). ***p<0,001 TT vs DTp.

Aquestes diferéncies no eren degudes a la qualitat de I’anticoagulacié entre ambdos grups

(;Error! No se encuentra el origen de la referencia.).

5.6. Conclusions

- La necessitat de triple tractament és un problema freqiient que afecta més del 10% de
pacients sotmesos a implantaci6 d’un stent.

- Només la meitat de pacients que segons les guies d’actuaci6 clinica precisarien de triple
tractament antitrombotic el reben. La indicacid és I’tinic factor significativament associat
a la decisid, 1 els pacients amb FA d’alt risc embolic tenen una baixa probabilitat de

rebre’l.
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En aquest grup, d’elevat risc trombotic, rebre el triple tractament antitrombotic sota un
bon control de 1’hemostasia, prevé redueix el risc de complicacions tromboemboliques,

incrementant la incidéncia d’hemorragies no greus.



DISCUSIO

6. DISCUSIO

En els subprojectes que engloba aquesta tesi s’han abordat la fisiopatologia i el tractament de la
FA en dos models animals 1 un estudi clinic. Per una banda, en la vessant fisiopatologica s’ha
demostrat que el to parasimpatic té un paper predominant com a mediador de la FA en
I’esportista, per sobre del remodelat estructural i electric, 1 en un model d’infart es demostra la
importancia de miR-21 en el procés de fibrogenesi auricular. Dels dos sub-projectes se n’extreu
que aturar P’activitat fisica pot tractar la FA, i que la modulacié de miR-21 és una nova diana
terapeutica en el tractament de la FA. D’altra banda, descrivim que la necessitat de combinar

doble tractament antiagregant i anticoagulacio oral €s un problema freqiient en els pacients en
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FA, ien el que el risc d’hemorragies no greus queda sobrepassat per la proteccio trombotica de la

triple combinacid.

6.1. Models animals en ’estudi de 1a FA

Per a I’estudi de la fisiopatologia d’aquestes condicions, s’han descrit i usat dos models animals
que repliquen situacions que trobem habitualment en la practica clinica: la del pacient amb FA
que ¢és practicant d’exercici fisic de resisténcia, 1 la del pacient que desenvolupa una FA

associada a la disfuncid ventricular severa de causa isquémica.

El model d’exercici reprodueix el cor d’atleta

La capacitat aritmogenica de I’exercici fisic es va estudiar en un model d’exercici fisic en cinta
rodant, que replica les caracteristiques que apareixen tipicament en el cor d’atleta. La hipertrofia
ventricular esquerra excentrica, la dilataci6 auricular i la hipertonia vagal son caracteristics dels
atletes implicats en esports aerdbics,'*® i es s’observen també en aquest projecte i estudis previs
del nostre grup en aquest model.'® La fisiologia del desentrenament descrita aqui s’adapta també
a les troballes en humans. En aturar ’exercici fisic, ’auricula esquerra es manté dilatada durant
tot el periode estudiat, de forma similar al que es descriu en atletes d’alt rendiment.'””""** El to
parasimpatic reverteix rapidament en aturar I’exercici fisic, replicant les troballes en

181,182

. N .. 51
humans, tot 1 que carregues elevades d’exercici poden causar un remodelat permanent.

L’estres fisiologic o psicologic pot representar un factor confusor en la interpretacid dels
resultats en aquest model. Es van prendre totes les mesures possibles per a reduir les

descarregues i només es van analitzar les rates que eren capa¢ de cdrrer adequadament.
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Tanmateix, I’administracid d’uns pocs xocs eléctrics €s inevitable i podria induir estrés en les
rates. El procediment per a I’avaluacié del distreés en animals de laboratori no s’ha estandarditzat.
Els nivells plasmatics de cortisona i noradrenalina s’han utilitzat repetidament com a marcadors,
perd I’exercici fisic ocasiona un conjunt d’alteracions neurohormonals solapables amb les del

C . . , . 183,184
distres que n’impedeixen el seu us per aquesta finalitat. ™™

Les escales qualitatives, tot 1 la
seva subjectivitat, permeten superar aquesta limitacio. En el nostre model, la determinacié del

. \ .. ., .- 164 . . N .. . ,
distres mitjangant una escala qualitativa ™" no va identificar estreés significatiu. L’Gs d’un

observador extern, cec a 1’assignacié de grups, limita la possibilitat de biaix.

La comparaci6 entre ’activitat fisica d’'un home i una rata és complexa i probablement inexacta.
Orientativament, la intensitat de 1’entrenament aplicat a les rates s’aproxima a un exercici
equivalent al 85% de la freqiiencia cardiaca maxima durant una hora diaria; en un home d’uns 25
anys, entrenat, representa correr uns 15 quilometres diaris en poc més d’una hora. Considerant la
supervivencia mitja de les rates Wistar usades, aquest exercici s’hauria de mantenir durant uns
10 anys. El nostre model replica, doncs, 1’exercici fisic d’elevada intensitat, mantingut durant
llargs periodes de temps 1 no es poden aplicar analogies directes amb periodes curts

d’entrenament o baixa intensitat, o amb duracions molt superiors.

El model d’infart de miocardi és util per a 1’estudi de la FA.

En el segon sub-projecte descrivim que un model d’infart de miocardi en rata pot ser usat per a

I’estudi de la FA. El models d’insuficiéncia cardiaca mitjancant taquiestimulacié auricular'”™'* o

61,99 1185,186

ventricular, o insuficiencia mitra en gossos o altres animals grans son comuns en
I’estudi de la FA. Tanmateix, el seu preu elevat i la dificultat en el maneig en limiten el seu us.

Els animals petits, tot i una menor similitud a la fisiologia humana, sén també valids per I’estudi
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'87 Milliez et al. van estudiar un grup de rates després d’induir

de moltes patologies, com la FA.
un infart de miocardi i van descriure que no presentaven episodis de FA espontania en registres
de telemetria de 24 hores a les 4 setmanes de la cirurgia. En ’ECG els autors descriuen un
increment en la duracié de I’onda P i de I’interval PR,'®® suggerint trastorns de la conduccio, que
es relacionen amb una major incidéncia de FA.®® La fibrosi auricular estava incrementada, perd

no s’oferien resultats d’un EEF.®® Nosaltres demostrem per primer cop que és possible utilitzar

aquest model per a estudiar la inducibilitat de FA.

En el nostre treball, la fibrosi miocardica s’estableix de forma precog en la historia del remodelat
auricular, mentre que la dilatacio auricular progressa lentament. Probablement un seguiment més
llarg en el nostre treball que en el de Milliez et al. (8 setmanes vs 4 setmanes) expliqui una major
dilatacié auricular (92% vs 62% en I’increment del diametre telesistolic de I’auricula esquerra)
tot 1 una reduccio similar en la fraccid d’ejeccié 1 dilatacid ventricular post-infart en els dos
estudis. La mida auricular és, per contra, similar a estudis amb una evolucido més llarga després

de I’infart.'®

La capacitat del substrat per a sostenir FA en aquest model requereix un profund remodelat
estructural. Tot 1 un marcat increment en la fibrosi miocardica a les 2 setmanes, els episodis de
FA son majoritariament curts 1 no significativament diferents als del grup control. No és fins que
s’afegeix una dilatacio auricular marcada que el substrat €s capa¢ de sostenir episodis de FA
prolongats. Recolzant aquesta idea, la reversio de la fibrosi per I’administracié d’antimiR-21
redueix la duraci6 dels episodis de FA sostinguda, tot 1 persistir la dilataci6 auricular. Tanmateix,
altres factors com el remodelat i0nic o autondomic podrien contribuir i han sigut estudiats només

somerament en el nostre projecte.

102



Limitacions dels models animals:

Els resultats obtinguts en models animals no poden ser extrapolats de forma directa als humans.
La diferéncia de mida evident entre 1’auricula de I’huma 1 la rata, per exemple, és critic per a
sostenir una patologia com la FA.” Tot i que demostrem un remodelat idnic balancejat en el
model d’exercici, les corrents ioniques implicades en la repolaritzacid auricular de rata

. . ., 190
difereixen en relacio a les humanes.

Les diferéncies entre la patologia humana i la patologia induida a la rata sovint s’infravalora en
I’analisi dels resultats. L’infart de miocardi, per exemple, sovint ocorre en pacients amb
coronariopatia preévia i altra comorbilitat, mentre que en el model utilitzat el 1lit vascular és
probablement sa i les rates no presenten factors de risc per al desenvolupament de
coronariopatia. El temps d’evolucio €s un factor que pot ser important. Mentre que en la majoria
de models animals el periode experimental es limita a unes poques setmanes, 1’evolucio en els
pacients sol perllongar-se, sovint de forma oculta, durant anys o fins i tot décades. Tanmateix, el
llarg periode d’entrenament aplicat en el model d’exercici (gairebé 4 mesos, equivalents a 10
anys de vida humana) pot assimilar-se més al patrd evolutiu en humans. L’us d’animals petits
com la rata presenta, a més, limitacions pel que fa a la resolucid de 1’estudi per la petita mida del
cor 1 la impossibilitat d’estudiar diferéncies regionals. Pero tot i no poder fer una analogia directa
amb I’huma, I’us dels models animals permet una aproximacid experimental inicial a problemes
clinics habituals, generar hipotesis 1 disseccionar problemes d’una manera que no es podrien
realitzar en humans. La informacio proporcionada pels models animals en el camp de la FA ha

sigut incalculable.'
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6.2. Fisiopatologia de 1a FA

6.2.1. Fisiopatologia de la FA de 1’esportista

Dades previes del nostres grup demostraven en que un grup de rates entrenades durant 16
setmanes desenvolupaven una major inducibilitat de FA durant un EEF, fibrosi miocardica

auricular, 1 se suggeria la participacié del to parasimpatic.

En el primer subprojecte confirmen un increment en el to parasimpatic en les rates entrenades,
que pot tenir un paper essencial en la promocio de FA. El paper del to parasimpatic en la
promocié de la FA és ben reconegut.”*’’ La reversibilitat de la FA a les 4 setmanes d’aturar
I’exercici fisic en el nostre model segueix una evolucié paral-lela a I’index parasimpatic i la
reversid de la bradicardia sinusal. Els resultats en humans suggereixen un patrd similar. El to

18182 la practica activa

parasimpatic reverteix a les poques setmanes d’aturar 1’exercici,
d’exercici és un factor de risc per al desenvolupament de FA en els atletes,” confirmant la
relacio entre els dos factors. Tanmateix, el to parasimpatic s’incrementa a les poques setmanes
d’iniciar I’exercici en ’huma,"" mentre que la FA es diagnostica caracteristicament en la 5a o 6a

\ . 1 454851
década de la vida.™”

Esportistes joves d’elit, amb un to parasimpatic presumiblement elevat,
no tenen una prevalenga de FA superior al 1%.'”® Conjuntament, aquests fets suggereixen que, si

bé el to parasimpatic €s critic per a la promocid de FA, es requereixen factors addicionals que

contribueixin al desenvolupament del substrat.

La dilataci¢™"” i la fibrosi>® auricular presents en les rates sotmeses a entrenament (

104



Figura 11 i Figura 18) son coneguts promotors de la FA. L’estudi de reversibilitat els confereix
un paper secundari en la FA de I’atleta. A les 4 setmanes de finalitzar 1’exercici, la inducibilitat
de les rates s’havia reduit a valors similars a les rates sedentaries, pero persistia dilatacio
biauricular i fibrosi miocardica. Aquest fet demostra que la dilatacié auricular i la fibrosis,
actuant conjuntament, no son suficients per al desenvolupament d’un substrat adequat capag de
mantenir la FA. Estudis clinics i experimentals corroboren els nostres resultats. La dilatacid
auricular no és un factor suficient per a incrementar la incidéncia de FA en atletes joves.'” La
magnitud de la fibrosi en el model d’exercici és inferior a la detectada en altres models animals.
En models de FA per insuficiéncia cardiaca en gossos,'” ratolins transgénics per a TGEB®* o en el
nostre model de FA en rates amb infart de miocardi presentat en el subprojecte 2 (Figura 29), el
diposit de col-lagen s’incrementa entre 5 1 15 vegades, en contrast a I’increment de 1,6 vegades
en les rates entrenades. Totes aquestes dades demostren que la dilatacid i la fibrosi auricular
contribueixen al substrat, perd no en sén determinats critics, si no que requereixen de la

potenciacid del to parasimpatic.

Tanmateix, amb els resultats obtinguts no és possible afirmar si una major duracio o intensitat de
I’exercici podria conduir a un remodelat qualitativa o quantitativament diferent, amb major
dilataci6 o fibrosi auricular, adquirint més importancia en el desenvolupament de la FA de

[’atleta.

El remodelat electric és un factor important en la promocié d’aritmies en determinades
condicions patologiques, propiciant 1’allargament o escur¢ament del PAcc i facilitant la reentrada
o la formacié de post-despolaritzacions.'® En I’exercici fisic demostrem que es produeix un

remodelat eléctric auricular balancejat que finalment resulta neutre pel que fa a la duracié del
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periode refractari. Un remodelat equilibrat en les corrents de potassi i de calci s’ha descrit també
en el ventricle esquerre de ratolins sotmesos a exercici.'”> Els mecanismes que possibiliten un
remodelat electric sigui equilibrat son desconeguts. S’ha suggerit que la via metabolica del
IGF/PI3K/akt, implicada en la hipertrofia cardiaca fisiologica de I’exercici,'”® podria també estar

192 \ e
Els nostres resultats, perd, no descarten que 1’exercici fisic

implicat en el remodelat ionic.
indueixi trastorns del metabolisme intracel-lular del calci. En resum, si bé es produeix un

remodelat electric auricular en 1’exercici de resistencia, aquest no sembla contribuir de forma

significativa en la geénesi de la FA.

6.2.2. Paper de miR-21 en el remodelat estructural auricular

En el segon subprojecte demostrem que miR-21 participa en el desenvolupament de fibrosi
miocardica auricular en un model en rata d’infart de miocardi. En el cor, miR-21 es localitza

132 tot i que també s’ha suggerit que participa en la proteccio dels

sobretot als fibroblastes,
midcits de 1°estrés oxidatiu.'* En teixit auricular esquerre trobem una activaci6 congruent de tota

la cascada, incloent una sobreexpressio de miR-21, reduccid de Sproutyl i activacié de les

MAPK erkl/2.

Remarcablement, la maxima activitat fibrogénica es produeix en les dues primeres setmanes i
coincideix amb 1’activacio d’erk1/2, de manera similar a altres models d’insuficiéncia cardiaca.!”
Posteriorment, el diposit de fibrosi s’estabilitza, i la via miR-21/Sprouty/erk1/2 retorna a valors
sedentaris, coincidint probablement amb una reducci6é de la proliferaciéd dels fibroblastes. Les
MAPK erkl/2 s’activen per factors de creixement a través d’una cascada de protein-quinases,

actuant finalment sobre diversos factors de transcripcid i promovent la proliferacio cel-lular.

Erk1/2 en la seva forma activa fosforilada participa en I’entrada en la fase S del cicle cel.lular,'”
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1 és necessaria per a la proliferacio dels fibroblastes.'® L’angiotensina II activa erk1/2 i TGFp, i
incrementa 1’expressié de col-lagen, procés que és bloquejat amb inhibidors de erk1/2.'”® En
models in vivo d’insuficiéncia cardiaca, la fibrosi auricular es relaciona amb un increment de
diverses MAPKs com erkl/2, JNK i p38, pero la prevencio de la fibrosi mitjangant enalapril
ocasionava unicament un bloqueig de erkl/2, mentre que JNK 1 p38 romanien inalterats pel

tractament. 197

El model animal que s’ha usat replica els canvis que ocorren durant la insuficiéncia cardiaca
d’origen isquemic, i per tant, la fibrosi miocardica d’altres origens pot tenir mecanismes
diferents 1 no associar-se a increments de miR-21. Amb tot, altres estudis han demostrat que
miR-participa en el remodelat ventricular secundari a la sobrecarrega de pressio, en un model
transgénic de receptor adrenérgic Pl, administracié d’isoproterenol o d’infart de miocardi.'>
miR-21 s’ha involucrat també en processos fibrdtics en altres organs con el ronyd o el

198,199

pulmd. Tots aquests resultats semblen conferir a miR-21 un paper essencial en la regulacio

de la fibrosi intersticial de multiples origens i situacions.

6.3. Tractament i prevencio de la FA

Identificacid 1 Prevencid dels pacients en risc

La prevencid i deteccid precog representen la millor alternativa per a 1’abordatge de qualsevol
patologia. Les nostres troballes en el model d’exercici fisic aporten dades valuoses que poden
permetre, si es confirmen en humans, recon¢ixer de forma precog els factors que predisposen a la

FA, i identificar els atletes en risc. Seran necessaris estudiar la relacio entre el to parasimpatic i
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la incidéncia de FA, aixi com conéixer exactament la contribucidé de la dilatacié auricular i la
fibrosi. Les eines per a I’estudi d’aquests factors en humans ja estan, en gran mesura,
disponibles. La dilatacid auricular és facilment valorable mitjancant proves d’imatge com
I’ecocardiografia o la ressonancia magnetica. El to parasimpatic pot estimar-se de forma
indirecta mitjancant la determinacié de la freqiiéncia cardiaca en repods o la seva variabilitat.**
La fibrosi miocardica auricular €s probablement el factor de més dificil valoracio, si bé estudis

201

recents amb ressonancia magnetica obren noves portes.” La determinacié de marcadors

plasmatics de la sintesi o degradacio del col-lagen pot també ser util.>****

Per a que la deteccid precog aporti un benefici clinic és necessari disposar d’una estrategia
terapeutica util. En aquest projecte demostrem que aturar I’exercici pot revertir el substrat
aritmogeénic, 1 podria ser una estratégia terapeutica util per a la prevencid. Tanmateix un cop la
FA s’ha establert, adquireix mecanismes que I’autoperpetuen,””* incloent un remodelat que
escurca el PAcc, incrementa la fibrosi miocardica 1 dilata 1’auricula, afavorint I’estabilitzacio de
les reentrades.”® En el nostre grup de rates no es van identificar episodis espontanis de FA en la
telemetria 1 els nostres resultats no poden extrapolar-se directament a una poblacié d’atletes en la
que la FA ha evolucionat fins a un estadi més tarda. Malgrat tot, un estudi del grup de
Heidbuchel demostra que els pacients implicats en esports de resisténcia que abandonen

C .. 205
I’entrenament tenen una incidéncia reduida de FA.

Tractament del substrat: Upstream biological therapies

La modificacio del substrat on s’assenta la FA ¢s un dels objectius desitjables en el tractament, i
probablement més segur i eficag que el bloqueig de corrents i0niques dels farmacs antiaritmics

classic. Tot 1 que els farmacs disponibles actualment que actuen sobre el substrat, com els
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bloquejants del SRAA, poden tenir el seu lloc en I’esquema terapéuticl,’”'"” les anomenades
terapies biologiques, suposen un nou repte que pot permetre un abordatge més selectiu.'> En
aquesta tesi es demostra, per primera vegada en la literatura, que el bloqueig in vivo de miRNAs
¢s capag de prevenir I’aparicié de FA 1 es postula com una nova estratégia terapeutica per a les
aritmies. Els nostres resultats s’afegeixen a d’altres que demostren que la modulacio dels
miRNAs pot ser eficag en diverses cardiopaties. La inhibicié de miR-21 mitjangant antagomir-2
és capag de prevenir la disfunci6 ventricular de diverses etiologies,'** tot i la publicaci6 d’estudis
discordants.”” El bloqueig de miR-15 o miR-320 son capacos de reduir la mida de 1’area de

miocardi infartat en models d’isquémia-reperfusio.’>''>

En els treballs publicats, els inhibidors de miRNA s’han administrat majoritariament per via

151,152,155,206,20
endovenosa, > 07 7T 7

aconseguint una distribucio sistémica i1 detectant-se en 1’interior de
diversos tipus cel.lulars.””’ Tot i la seva facilitat d’administraci6 i els resultats prometedors,
aquesta estratégia no esta absenta de potencials riscos. Els miRNAs poden interectuar amb gran
quantitat de mRNA diana 1 el seu efecte sistemic €s imprevisible. Per exemple, la inhibicié de

208 .. .,
L’administracid

miR-21 pot accelerar la progressid6 dels aneurismes abdominals.
intramiocardica aplicada en el nostre estudi, tot i ser técnicament més complexa, permet un

abordatge selectiu de I’auricula. La seva aplicacié durant una cirurgia cardiaca permetria assolir

una major concentracio local i1 evitar efectes secundaris sistemics.

En general, els inhibidors de microRNA mostren en models animals un perfil farmacodinamic
molt atractiu. En el nostre treball una sola dosi d’antimiR va aconseguir bloquejar I’efecte de
miR-21 durant com a minim 2 setmanes, i els efectes de prevencid de fibrosi eren encara

evidents a les 8 setmanes de la seva administracio. Altres estudis confirmen aquest perfil.

109



Després de I’administracié endovenosa d’antagomir-21 en ratolins, el bloqueig en ’activitat de
miR-21 persisteix com a minim tres setmanes.'”**% Estudis amb una sola dosi d’antagomir-15

suggereixen una vida mitja superior a les 2 setmanes.'”' Resultats similars s’han trobat amb

antimiR dirigts cap a altres miRNA."'>>27

En el nostre model prevenim [’aparicié de fibrosi mitjangant el bloqueig de miR-21, pero els
resultats no es poden extrapolar a la reversid de la fibrosi ja establerta. Trobem que miR-21
s’incrementa especialment en fases precoces del remodelat, coincidint amb la fase de més
proliferacio de (mio)fibroblasts i1 fibrogénesi. En fase més tardanes, els nivells de miR-21 en el
grup IM s’equiparen als controls i si ’adminsitracié de miR-21 en aquest punt és capag de
revertir la fibrosi és dificilment previsible. A nivell ventricular, ’administracié d’antagomir-21

tres setmanes després de 1’infart va ser capag de revertir la fibrosi ventricular.

El nostre estudi demostra que antimiR-21 pot ser util per a la prevencid de la fibrosi auricular
com a substrat de la FA. El substrat de la FA pot diferir substancialment en funcio de la

7185 i en algunes etiologies, la fibrosis té una importancia menor.'™ Per

patologia causant,
exemple, en el nostre model d’exercici, la prevencid o reversid de la fibrosi, com a actuacid

aillada, probablement tindria un efecte residual i no previndria la induccié de FA.

Tractament anticoagulant: el TT és necessari després de la implantacid d’un stent

En el tercer subprojecte hem estudiat el perfil d’eficacia i seguretat de la triple combinacid
antritrombotica d’aspirina, clopidogrel 1 anticoagulacié oral en dos grups de pacients, i ’hem

comparat a dos reégims alternatius (aspirina i anticoagulacié oral per una banda, i aspirina i
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clopidogrel d’altra banda). Ambdues poblacions de pacients, separades cronologicament uns 3
anys difereixen lleugerament en la indicacidé de I’anticoagulacié i la comorbilitat. Aquestes
diferéncies es deuen al metode de seleccid dels pacients i, possiblement, a I’evolucié de la
practica clinica en el temps entre els estudis. Tanmateix, els resultats en la taxa d’hemorragies
son comparables entre ambdds grups (~90 hemorragies/100 pacient-anys), 1 indiquen que cada
pacient que rep TT tindra una hemorragia (greu o moderada) cada any mentre rebi aquesta

combinacid. Aixo0 remarca la necessitat de limitar el temps de tractament el maxim possible.

En I’estudi prospectiu, el 52% de pacients que en tenien indicacid van rebre TT. El percentatge
de pacients als que se’ls va prescriure TT en la nostra série és similar a d’altres publicades, entre

el 50 i el 60% de pacients amb indicacio.””>"!

Entre els pacients amb FA, només el 42% van
rebre anticoagulaci6 afegida a asprina 1 clopidogrel (;Error! No se encuentra el origen de la
referencia.), sensiblement inferior al percentatge global de pacients amb FA d’alt risc que reben
I’anticoagulacio. Aquest percentatge se situava entorn al 50-70% en estudis duts a terme durant

212,213

la mateixa epoca. Aquests resultats demostren una infravaloracié del risc trombotic de la

FA en la practica clinica habitual.

La comparacié entre els grups TT (aspirina, clopidogrel, anticoagulacido) i DT (aspirina,
clopidogrel) (;Error! No se encuentra el origen de la referencia.) demostra que la no
anticoagulacié quan aquesta esta indicada incrementa el risc tromboembdlic, especialment en
pacients amb FA. Amb posterioritat al nostre treball, diverses publicacions han confirmat
resultats similars. Dos meta-analisis recents demostren que la triple combinacié antitrombotica és
superior a la combinacid d’aspirina 1 clopidogrel en la prevenci6 de complicacions

trombotiques®'**" i redueix la mortalitat.”**'> Aquestes dades sén congruents amb la eficicia
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reduida de la combinacio d’aspirina i clopidogrel per a la prevencidé de tromboembolismes en

pacients amb FA.!"!

En el perfil de seguretat demostrem que el TT incrementa el risc d’hemorragies no greus, perd no
el d’hemorragies greus, en comparacié a dos régims diferents: a la combinacié d’aspirina i
anticoagulaci6 oral (Figura 43) i a la combinacio6 d’aspirina i clopidogrel (Figura 44). En contrast
amb els nostres resultats, en els dos meta-analisis citats es demostrava un increment en la
incideéncia d’hemorragies majors, que es relacionava amb la preséncia de valors elevats
d’INR.?"*2" Els nostres resultats no mostren aquesta relacié. Es possible que la diferéncia en la
mida mostral i1 diferéncies subtils en la definicid de sagnat greu puguin influir-hi. Amb tot, per
desgracia cap dels estudis publicats aporta dades sobre la qualitat cronica de 1’anticoagulacio en
els pacients inclosos a I’estudi. Estudis realitzats en centres d’alt volum demostren que el temps
en INR en pacients en la vida real es troba entorn al 40-50%,*'® remarcablement per sota del
percentatge assolit al nostre centre (superior al 60%). Globalment, aquestes dades reforcen la
necessitat d’un excel-lent control de [’anticoagulaci6 en aquests pacients d’alt risc,

preferiblement en centres amb experiéncia.

7 i diversos consens d’experts’’’ remarquen la

Actualment, les guies d’actuacié clinica'’
necessitat de la triple terapia antitrombotica quan esta indicada I’anticoagulacio i la combinacid
d’aspirina 1 clopidogrel per separat. En els pacients amb FA i risc intermig o alt de
tromboembolisme, es recomana la prescripcido d’aspirina, clopidogrel 1 anticoagulacio oral,
intentant ajustar ’INR entre 2 1 2,5, durant periodes variables entre 2 setmanes i 12 mesos en

funci6 del risc de sagnat i el tipus de stent implantat.*'®
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El creixement futur en I’is de dabigatran, apixaban, rivaroxaban o idrabiotaparinux en diferents
situacions suposara previsiblement un canvi en 1’Gs dels anticoagulants 1 els antitrombdtics en
general. Estudis en alguns d’aquests suggereixen que poden reduir la incidéncia d’esdeveniments
coronaris,”"’ perd no és un fet comu en tots els farmacs i estudis. Si bé dabigatran millora
significativament el perfil de seguretat o eficacia respecte a I’anticoagulacié oral, la incidéncia
d’esdeveniments isquémics coronaris ha estat motiu de controversia. Els estudis inicials amb

Zitotila

dabigatran suggerien un increment en la incidéncia de sindrome coronaris aguts,'*
identificaci¢ tardana de nous casos d’infart en el grup placebo™ i un reanalisi centrat
especificament en els casos d’isquémia coronaria,”*' un recent meta-analisi demostra que el risc
relatiu d’esdeveniment coronari agut s’incrementa en un ter¢ en pacients que reben dabigatran.222
Amb aquests resultats, no sembla que dabigatran pugui permetre abandonar 1’aspirina en el TT.
Paral-lelament, s’ha demostrat que quan es combinen dabigatran, aspirina i clopidogrel en el
context d’un sindrome coronari agut, el risc d’hemorragies significatives s’incrementa fins a
quatre vegades en les dosis més altes,” de forma similar als nostres resultats. Els inhibidors del
factor Ila afegits a aspirina i clopidogrel incrementen de tres a quatre vegades el risc de sagnat,
incloent el sagnat intracraneal. *'**** Aquests dubtes amb els nous anticoagulant, lluny d’allunyar

la necessitat del triple tractament antitrombotic, reforcen la necessitat de seguir estudiant-ne la

relacio eficacia-seguretat.
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CONCLUSIONS GLOBALS

Amb els resultats obtinguts en aquesta tesi, podem concloure que:

1.

L’exercicti fisic indueix I’aparicié d’un substrat aritmogénic en el que el to parasimpatic té un
paper principal. El cessament de I’exercici fisic reverteix aquest substrat i redueix la
inducibilitat de FA.

miR-21 esta implicat en el desenvolupament de la fibrosi auricular, i el seu bloqueig a nivell
local prevé la inducibilitat de FA en un model d’insuficiéncia cardiaca isquémica.

La triple combinaci6 d’aspirina, clopidogrel i anticoagulacid oral incrementa el risc de sagnat
enfront a qualsevol altra combinacid, perd és necessaria per a evitar complicacions

tromboemboliques.
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