UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

EVOLUCIO, PRONOSTIC | FACTORS PREDICTORS
DE FIBRIL-LACIO VENTRICULAR PRIMARIA A L'INFART
AGUT DE MIOCARDI AMB ELEVACIO DEL SEGMENT ST

TERESA OLIVERAS VILA

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




TESI DOCTORAL

EVOLUCIO, PRONOSTIC | FACTORS PREDICTORS
DE FIBRIL-LACIO VENTRICULAR PRIMARIA A L'INFART
AGUT DE MIOCARDI AMB ELEVACIO DEL SEGMENT ST

TERESA OLIVERAS VILA

Directors: U " B

ANTONI BAYES GENIS Universitat Autonoma
COSME GARCIA GARCIA de Barcelona

Barcelona, 2022




II-lustraci6 de portada:

4

v

¢

®



TESI DOCTORAL

EVOLUCIO, PRONOSTIC | FACTORS PREDICTORS
DE FIBRIL-LACIO VENTRICULAR PRIMARIA A L'INFART
AGUT DE MIOCARDI AMB ELEVACIO DEL SEGMENT ST

TERESA OLIVERAS VILA

Directors: ANTONI BAYES GENIS i COSME GARCIiA GARCIA
Tutor: ANTONI BAYES GENIS

UrnB

Universitat Autonoma de Barcelona

Programa de doctorat en Medicina
Departament de Medicina

Barcelona, 2022



M Evolucié, pronostic i factors predictors de FVP a 'IAMEST



AGRAIMENTS

Amb aquestes linies vull expressar la meva gratitud i reconeixement a totes les persones que han

fet possible I'elaboracié d'aquesta tesi, sense les quals no hauria assolit aquesta fita ni seria qui séc.

En primer llocvull transmetre el meu agraiment a tot I'equip de Cardiologia de 'Hospital Germans
Trias i Pujol, el qual m’ha ajudat a formar-me com a cardiologa durant els anys de la residéencia, i
posteriorment a formar-ne part com a adjunta. Una especial mencio6 la mereix el Dr. Jordi Serra, gran
referent per mi com a metge i com a persona, de qui va néixer la idea d'aprofundir en el coneixement
de la fibril-lacié ventricular, esdevenint la llavor d'aquesta tesi. Aixi mateix, també vull destacar tots els
meus companys actuals del “Coro-Team” (Carlos, Marc, Ferran, Nabil i Santi), els quals m’han permeés
dedicar estones a avancar la tesi, perd sobretot m'ajuden diariament a endolcir la nostra feina amb
alegria, amistat i comprensié. Remarcar la meticulosa tasca del Dr. Ferran Rueda per donar forma a
la seroteca, de la que se n'han derivat nombrosos estudis inclosos dos d'aquesta tesi, aixi com per

orientar-me a I'hora d'escriure-la.

També vull agrair la gran predisposicio, ajuda i eficiencia de la Dra. Elena Revuelta i la Dra.
Carolina Galvez, amb qui ha estat un plaer treballar en aquest projecte. Aixi mateix, la col-laboracié
del Dr. Aleix Sala, la Dra. lolanda Lazaro i el Dr. German Cediel ha estat fonamental per assolir un dels
objectius plantejats. D'altra banda, també vull recordar tots els pacients a qui he pogut atendre durant

aquests anys, als quals agraeixo la seva confianga i comprensio aixi com tot el que m’han ensenyat.

No obstant, les persones sense les quals no hagués pogut arribar fins aqui sén indiscutiblement
els meus directors de tesi. Vull agrair profundament al Dr. Antoni Bayés la seva inesgotable font
d'idees i coneixement, la seva perseveranca i entusiasme en la recerca, i la seva gran ajuda en tots els
revolts que ens hem anat trobant al llarg d’aquest projecte. Igualment al Dr. Cosme Garcia, pel seu
optimisme i energia, per animar-me i guiar-me en tot el procés del doctorat, per mantenir viu aquest

projecte durant les meves baixes maternals, aixi com per fer-ho tot sempre facil i possible.

Acabo amb les persones més importants per mi, la meva familia. Un agraiment immens als
meus pares, que m’'han recolzat i acompanyat sempre en tots els sentits, ensenyant-me el valor de
I'esforg i la forca d'estimar. Un record especial per la iaia Teresa i per l'avi Estanis, a qui els faria molt
felicos poder compartir aquests moments. Perd sobretot vull agrair a I'Adria tot el seu suport, amor i
empatia, convertint el nostre cami en un viatge apassionant, aixi com a la Clara i al Lluc per omplir-nos

de magia i d'il"lusié, i fer-nos entendre el sentit de la vida.

Moltes gracies a tots.



M Evolucié, pronostic i factors predictors de FVP a 'IAMEST



ABREVIACIONS
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RESUM

Malgrat els nombrosos avencos terapeutics assolits en els Ultims anys, les malalties
cardiovasculars segueixen sent la principal causa de mort al mén. Aixi mateix, la majoria dels casos
de mort sobtada tenen una causa cardiaca, essent la cardiopatia isquéemica la principal responsable,
i fonamentalment l'infart agut de miocardi. En aquest sentit, gracies a la implementacié de les
terapies de reperfusié coronaria i a I's dels nous farmacs basats en l'evidéncia, la letalitat de
I'infart agut de miocardi amb elevacié del segment ST (IAMEST) s’ha reduit notablement durant
les Ultimes deécades, pero la fibril-lacié ventricular (FV) continua sent la principal causa de mort
sobtada prehospitalaria i un factor de mal pronostic a curt termini. Mdltiples estudis han proposat
possibles factors associats a la FV aixi com diverses eines d'estratificacié del risc mort sobtada
arritmica post-infart, pero encara cap ha esdevingut prou rellevant com per canviar la practica
clinica habitual, basada fonamentalment en la fraccié d'ejeccio, I'especificitat de la qual també

resulta limitada.

Els objectius d'aquesta tesi doctoral son analitzar I'evolucié de la prevalenca de FV en el
context de IlAMEST durant els Ultims anys, aixi com avaluar el seu pronostic actual a Catalunya.
D'altra banda, també es pretén estudiar possibles factors predictors de fibril-lacié ventricular
primaria (FVP), per tal d'identificar les persones més susceptibles de patir una mort sobtada
arritmica desencadenada per la isquémia aguda, i en cas d'aconseguir-ho intentar fer-ne una

millor prevencio.

En primer lloc es revisa l'evolucié de les complicacions de linfart al llarg de les Ultimes 3
décades a partir d'una cohort prospectiva de 7589 pacients amb IAMEST, identificant una reduccié
del 40% de la mortalitat precog i del 25% de la mortalitat a 1 any. També es detecta una disminucié
del 50% de la prevalenca de les principals complicacions de I'lAMEST, exceptuant de forma més
remarcable la de la FVP que segueix mantenint-se estable al voltant del 7%, cosa que suposa un

repte terapéutic.

Pel que fa a I'analisi del pronostic actual de la FVP, 'hem afrontat a partir de les dades del
registre multicéntric del Codi IAM del Departament de Salut de Catalunya, esdevenint la major

série publicada de pacients amb IAMEST tractats amb angioplastia primaria i que presenten FV. Els



resultats obtinguts aporten coneixement inédit i rellevant, ja que per primera vegada s'objectiva
que els pacients supervivents a un IAMEST complicat amb FVP tenen un 60% més de mortalitat a
un any en comparacié amb els que no presenten aquesta complicacié arritmica. A més, el pitjor
pronostic dels pacients amb FVP tant a curt com a mig plag¢ ha estat consistent a I'analisi de tots els

subgrups, amb especial significacié en els menors de 65 anys.

A la tercera part de la tesi es pretén aprofundir en el coneixement de possibles factors
predictors de FVP, essent I'objectiu més complex i ambiciés. Aixi, des del punt de vista dietetic,
i partint de la idea que I'enriquiment de les membranes dels cardiomiocits amb acids grassos
poliinsaturats pot reduir la vulnerabilitat a la FVP, s’ha realitzat un estudi de casos-controls aparellat
en pacients ingressats per un IAMEST, analitzant els acids grassos poliinsaturats circulants al serum
dels pacients en el moment de l'ingrés. Els resultats obtinguts indiquen que nivells elevats d'acid
linoleic s'associen a una menor prevalenga de FVP. Per tant, el consum regular d’aliments rics en
aquest omega-6 essencial, com poden ser els fruits secs i els olis de llavors, podria protegir de les

arritmies malignes desencadenades per la isquémia aguda.

D'altra banda, tenint en compte la possibilitat que alguna infeccié virica o bé la inflamacié
sistémica puguin jugar un paper com a desencadenants de FV en el context d'un infart, s'ha
plantejat un estudi pilot per avaluar si el viroma circulant i/o el proteoma inflamatori estan
associats al desenvolupament de FV en els pacients amb IAMEST. Malauradament, no s’ha pogut
objectivar cap virus especific ni cap biomarcador d'inflamacié sistémica que s'associin de forma
clara amb un major risc de FVP. Aixi doncs, calen noves estrategies per dilucidar millor els possibles
desencadenants de FV en el context de la isquémia aguda, de cara a aconseguir identificar les

persones amb alt risc de patir una mort sobtada cardiaca derivada d’'un infart.



ABSTRACT

Despite numerous therapeutic advances in recentyears, cardiovascular diseases remain the
leading cause of death in the world. Besides, most cases of sudden death have a cardiac cause,
being ischemic heart disease the most frequent one, mainly represented by acute myocardial
infarction. In this sense, thanks to the implementation of coronary reperfusion therapies and
the use of new evidence-based drugs, ST-segment elevation acute myocardial infarction (STEMI)
lethaly has been significantly reduced during last decades. However, ventricular fibrillation (VF)
remains the principal cause of out-of-hospital sudden cardiac arrest and a short-term poor
prognostic factor. Multiple studies have proposed different possible factors associated with VF
as well as various tools for stratifying post-infarction sudden arrhythmic death risk, but none
have yet become relevant enough to change routine clinical practice, mainly based on ejection

fraction, the specificity of which is also limited.

The objectives of this doctoral thesis are to analyze the evolution of VF prevalence in STEMI
context over the last years, as well as to evaluate its current prognosis in Catalonia. On the other
hand, it also pretends to study possible VF predictors, in order to identify people most likely to suffer a

sudden arrhythmic death triggered by acute ischemia, and if successful try to improve its prevention.

Firstly, the evolution of STEMI complications over the last 3 decades is reviewed from a
prospective cohort of 7589 patients, identifying a 40% reduction in early mortality and a 25%
reduction in 1-year mortality. Likewise, an approximately 50% decrease of the main STEMI
complications prevalence is detected, except for primary VF which remains stable around 7%,

representing a therapeutic challenge.

In order to analyse primary VF current prognosis, we have used data from the multicenter
Codi IAM register of the Catalan Health Department, becoming the largest published series of
patients with STEMI treated with primary angioplasty and presenting VF. The results obtained
provide unpublished and relevant knowledge, because for the first time it is detected that primary
VF in STEMI survivors have 60% higher 1-year mortality compared to those who do not develop
this arrhythmic complication. In addition, this worse prognosis of primary VF patients has been

consistent in all subgroups analysis, with special significance in those under 65 years-old.



In the third part of this thesis we aim to delve into the knowledge of possible VF predictors,
which is the most complex and ambitious goal. Thus, from a dietary point of view, and based on
the idea that cardiomyocyte membranes enrichment with polyunsaturated fatty acids can reduce
VF vulnerability, a matched case-control study has been performed in patients admitted for STEMI,
analyzing circulating polyunsaturated fatty acids in patients’ serum at the time of admission.
The results obtained indicate that high linoleic acid levels are associated with a lower primary VF
prevalence. Therefore, regular consumption of foods rich in this essential omega-6, such as nuts

and seed oils, could protect against malignant arrhythmias triggered by acute ischemia.

On the other hand, considering the possibility that viral infection or systemic inflammation
may play a role as VF triggers in the context of an acute myocardial infarction, a pilot study has been
performed to assess whether circulating virome and inflammatory proteome are associated with
VF development in STEMI patients. Unfortunately, it has not been possible to find any specific virus
nor systemic inflammation biomarker that is clearly associated with an increased risk of primary
VF. Thus, new strategies are needed to better understand possible VF triggers in the context of
acute ischemia, in order to identify people at high risk of suffering a sudden cardiac death in case

of a heart attack.
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M Evolucid, pronostic i factors predictors de FVP a I'lAMEST




INTRODUCCIO B

1. INTRODUCCIO

1.1 Magnitud del problema

Ben entrat ja el segle XXI, i malgrat els nombrosos avencos terapeutics assolits els Ultims anys,
dades de I'Organitzacié Mundial de la Salut apunten que les malalties cardiovasculars segueixen
sent la principal causa de mort al moén. La seva manifestaci6 més frequent és la cardiopatia
isquemica, la qual és responsable actualment del 17% del total de defuncions a Europa i al voltant

del 40% de les morts d'origen cardiovascular’.

- Ischaemic heart disease - 17%
=lIschaemic heart disease - 17%

- Stroke - 8%

— Other CVD - 13%

=Other CVD - 17% - Stomach cancer - 1%

™ Colo-rectal cancer - 2%
Stomach cancer - 1%

- Colo-rectal cancer - 2%
™ Lung cancer - 2%

Breast cancer - 3%

=Other cancer - 10%

™~ Lung cancer - 6%

™ Breast cancer - 0.03%

= Other cancer - 13%

— Respiratory disease - 8%
- Respiratory disease - 6%
=~ Injuries and poisoning - 3% — Injuries and peisoning - 8%

= Alzheimer's/dementia - 3%
- Alzheimer's/dementia - 2%

- All other causes - 21% - All other causes - 20%

Female Male
4.8 million 4.9 million

Figura 1. Causes de mort en dones i en homes als paisos membres de la Societat Europea de Cardiologia al 2021.
Adaptat de Timmis et al, Eur Heart | 20227, d'accés obert.




Durant les Ultimes 3 décades, gracies a una combinacié de mesures preventives i noves
estratégiesterapeutiques, laincidencia dela cardiopatiaisquémica als paisos europeus ha disminuit
de forma clara, passant d'una mediana de 404 nous afectats a I'any per cada 100.000 habitants
al 1990 a 293 al 2019'. Tanmateix, la seva prevalenca s’ha mantingut forca estable durant aquest
periode, experimentant tan sols una discreta disminucié de 3357 a 2896 de mediana d'afectats per
cada 100.000 habitants'. Aquest fet es pot explicar pel progressiu envelliment de la poblacié que
estan protagonitzant especialment els paisos més desenvolupats. D'altra banda, cada cop més
paisos de rendes baixes i mitges estan adoptant estils de vida occidentals, la qual cosa juntament
amb el preocupant increment d'obesitat i diabetis mellitus tipus 2 a Europa, fa que la cardiopatia
isquémica segueixi tenint un paper molt rellevant en la morbimortalitat global. En aquest sentit,
concretament a Catalunya durant I'any 2020, 1.517 defuncions (22,9/100.000)? i 9.798 ingressos
(128/100.000 habitants)? van ser causats per un infart agut de miocardi (IAM).

Simirem enrera, des de la primera definici6 d'infart de miocardi, atribuida a James B. Herrick al
19124 el maneigieltractamentde la cardiopatia isquémica han viscut unaimportant transformacio.
Podem dividir la historia de l'infarten 3 grans etapes: una erainicial basada en I'observacio clinicaila
descripcio fisiopatoldgica (1912-1950), una segona centrada en l'aparicié de les unitats coronaries,
el descobriment de nous farmacs i el desevolupament d'alternatives quirdrgiques (1960-1980); i
I'era més recent dominada per la cardiologia intervencionista (1980-present). En aquesta ultima,
s'ha consolidat I'angioplastia coronaria percutania primaria com a tractament d'eleccié de l'infart
agut de miocardi amb elevacié del segment ST (IAMEST), mitjancant xarxes organitzatives del
sistema sanitari que pretenen atendre tots els pacients amb IAMEST amb la major precocitat
possible, d'acord amb el concepte que “el temps és miocardi” i després d’haver-se demostrat la

seva superioritat respecte a la fibrindlisi, dins els intervals de temps establerts>°.

Aixi doncs, en el cas de I'lAMEST, gracies a la implementacié de les terapies de reperfusié
coronaria i a I'is dels nous farmacs basats en l'evidencia, la seva letalitat s’ha reduit més d'un 50%
durant les ultimes decades''-4, passant d'unes taxes de mortalitat a la fase aguda del 10-15% fins a
les actuals que s'aproximen al 3-5%. Tanmateix, des de la plena consolidacié de les xarxes regionals
de reperfusié mitjangant l'intervencionisme coronari percutani primari (ICPP), aquesta reduccié

s’ha estabilitzat'>.
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Figura 2. Mortalitat a 30
dies de I'AMEST entre
199512015 en funci¢ de
I'Us de terapies de
reperfusio. Adaptat de
Puymirat et al, Am Heart J
2019, d'accés obert.

L'esmentat pronostic actual de 'N'AMEST esta condicionat per multiples factors, d’entre els quals

I'edat i la comorbiditat associada tenen un impacte destacable, perd els mecanismes fonamentals

d'influéncia sobre el seu pronostic sén el tamany de linfart, la funcié ventricular prévia i les

complicacions agudes que puguin modificar-ne el curs clinic. En aquest sentit, la principal causa de

mortalitat intrahospitalaria precog a l'infart és clarament el xoc cardiogénic, seguit de les arritmies

ventriculars malignes (en forma de mort sobtada arritmica) i les complicacions mecaniques’®-'8,

El xoc cardiogénic, entes com un estat d’hipoperfusio tissular secundaria a un baix cabal

cardiac per disfunci6 miocardica, complica actualment el 6-10% dels IAMEST, havent-se'n

constatat un molt discret descens de la prevalenca durant les Ultimes decades™-?'. No obstant, la

generalitzacio de les terapies de reperfusio precog i les cures critiques modernes han contribuit a

reduir de forma substancial la letalitat del xoc cardiogénic en el context de I'lAMEST, si bé encara

afecta el 40-50% dels casos?>24,

1.07

0.97

0.8

0.7

0.67

0.57

Survival

0.47

0.2

0.1

0.07

o-

Period

-I11994-1998
~I711999-2003
~I"12004-2008

2009-2013
~I"12014-2018

Figura 3. Supervivencia a 30 dies
de 'NNAMEST complicat amb xoc
cardiogenic entre 1994 i 2018.
Adaptat de Garcia-Garcia et al,

J Clin Med 202077, d'accés obert.
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En aquest escenari, durant els darrers anys han anat adquirint protagonisme els dispositius
d'assisténcia circulatoria mecanica, els quals permeten restablir 'hemodinamica en espera de la
recuperacio del miocardi?>-?’, L'evidéncia cientifica en termes de pronostic encara és relativament
escassa per aquests dispositius, i de fet s'associen a potencials efectes adversos greus aixi com a
un Us molt important de recursos, pero s'espera que en un futur proper podrien ajudar a reduir
la letalitat de I'N'AMEST complicat amb xoc cardiogéenic. Per aquest motiu, hi ha un interés creixent
en trobar eines per identificar els pacients que es poden beneficiar més d'aquestes terapies

avancades®.

Pel que fa a les complicacions mecaniques de I''AMEST, les més habituals sén la insuficiéncia
mitral aguda secundaria a la ruptura del muscul papil-lar (RMP), la comunicacié interventricular
(CIV) i la ruptura de la paret lliure (RPLL). La prevalenca actual d'aquestes complicacions és baixa
(<1%), i ha canviat poc durant els ultims anys? a excepci6é de la RPLL que ha disminuit de forma
significativa®®®, afectant més als pacients d’edat avancada amb infarts grans o els que no reben
reperfusié coronaria o bé aquesta es realitza de forma tardana. Tanmateix, s'associen a un risc
elevat de mortalitat intrahospitalaria, de I'ordre del 40% en global (RMP 10-40%, CIV 30-40%, RPLL >
50%)%, pel que esdevé de gran importancia fer-ne el diagnodstic rapid i I'estabilitzacid hemodinamica
de cara a decidir la indicacio de la terapia més adequada en cada cas. En aquest sentit, els equips
multidisciplinars juguen un paper fonamental, ja que tant els tractaments quirdrgics com els
percutanis sén sovint complexes, i el maneig varia molt en funcié de I'experiéncia de cada centre

aixi com dels recursos dels que disposa.

Primary PClEra

[
L
=
]

=
o
£

Incidence

*Data taken from a sampling of reported incidences from various reports

Figura 4. Evoluci¢ de la incidéncia i la mortalitat de les complicacions mecaniques de I'TAM tenint en compte les
diferents estrategies de reperfusio. Adaptat de Damluji et al, Circulation 2021%* d'accés obert.




D’altra banda, dins les possibles complicacions arritmiques greus a la fase aguda d'un
IAMEST, cal destacar fonamentalment el bloqueig auriculo-ventricular (BAV) d'alt grau i les arritmies
ventriculars malignes. El BAV avancat implica un pitjor prondstic intrahospitalari, pero la seva
prevalenca ha disminuit des de la implementacié de l'intervencionisme coronari percutani primari,
essent actualment d’'un 2-4%3-%. El BAV associat a l'infart inferior, que és el més frequent, sol ser
suprahisia i resoldre’s després de la reperfusio, mentre que I'associat a l'infart anterior sovint és
infrahisia i implica una major mortalitat en relacié a I'extensa necrosi miocardica. Tanmateix, la
causa principal d'aturada cardiaca en el context d'un infart és la fibril-lacié ventricular (FV), una
arritmia potencialment mortal si no es reverteix en pocs minuts, que és la responsable de la major

part de les morts sobtades cardiaques que es produeixen durant la fase aguda de la isquémia®.

La forma de presentacid6 més tipica en aquest context sol ser una taquicardia ventricular
(TV) sovint polimorfica que degenera rapidament a FV, a diferencia de les TV monomorfiques
sostingudes que solen apareixer més habitualment en els casos de miocardiopatia isquémica

cronica amb disfuncié ventricular secundaria a teixit cicatricial.

La incidencia real de la FV es desconeix, ja que els pacients que pateixen una mort sobtada
extrahospitalaria no recuperada no estan inclosos a la majoria dels estudis, perd d’entre els que
arriben a ingressar a un hospital per un IAMEST, s’ha descrit que un 5-10% desenvolupen FV37-4,
Aquesta complicacié sol presentar-se generalment dins les primeres 48 hores d'evolucié d'un
infart, anomenant-se aixi FV primaria (FVP), i el seu prondstic és controvertit, ja que segons la
major part d’evidéncia actual no sembla empitjorar la supervivéncia a llarg terminiz7-3941:4244-46 pergo
si que s'associa a un clar augment de la mortalitat hospitalaria de fins a 5 vegades superior?,
arribant a ser de més del 50% en els casos de coma persistent per encefalopatia postanoxemica®’

després de ser recuperats de I'aturada cardiaca.
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Durant els Ultims anys, les millores en el coneixement i I'aplicacié dels protocols de reanimacié
cardio-pulmonar®4, aixi com la distribucié i I's dels desfibril-ladors externs automatics (DEA)>**?,
han ajudat a augmentar la proporcié de pacients que aconsegueixen recuperar la circulacié
espontania després d’'una aturada cardiaca extrahospitalaria, perd encara és molt baixa. A més, el
seu pronostic segueix sent molt desfavorable degut majoritariament a les sequel-les neurologiques
greus, les quals s6n una causa important de morbimortalitat®. En aquest sentit, la hipotérmia es
va postular com una terapia util per minimitzar el dany neuroldgic®, si bé arrel d’alguns estudis
més recents se n'ha questionat la seva eficacia>*, de manera que les guies de practica clinica actuals
recomanen el control de la temperatura per tal de prevenir o minimitzar el dany cerebral hipoxico-

isquemic en pacients en coma post-aturada cardiaca recuperada®>.
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Figura 6. Evolucio de la mortalitat hospitalaria dels pacients amb IAM complicat amb fibril-lacié ventricular (VF) i
amb taquicardia ventricular (VT). Adaptat de Tran et al, Am Heart | 2019%, d'‘accés obert.

Indiscutiblement doncs, en el context d'un infart agut de miocardi, I'escenari més desitjable
seria aquell que ens permetés reduir o de forma ideal evitar I'aparicié de FV, pel que ens caldra
aprofundir més en el coneixement tant de la seva fisiopatologia com dels possibles factors
predictors, de cara a buscar noves estratégies per millorar-ne el tractament precog i minimitzar-ne

aixi les consequeéncies.



1.2 Fisiopatologia de la FV

La FVestracta d’'untrastorn del ritme cardiac caracteritzat per una activitat eléctrica ventricular
extremadament rapida, irregular i de morfologia cadtica, sense complexes QRS detectables a 'ECG
de superficie. Comporta inevitablement la pérdua total de la contraccié cardiaca efectiva amb la
consequent manca de circulacié sanguinia eficag, i per tant la mort del pacient en pocs minuts;
0 en cas que es recuperi, 'aparicié de potencials sequeles neuroldgiques greus secundaries a la

hipoxémia cerebral, com pot ser el coma persistent.

S'anomena FV primaria a la que es produeix de forma brusca i inesperada durant la fase
aguda d'un infart (dins les primeres 48 hores d'evolucid), en abséncia d'insuficiéncia cardiaca o
xoc cardiogenic; mentre que la FV secundaria és sovint I'episodi final en un curs d'empitjorament
progressiu, amb insuficiencia ventricular esquerra i xoc cardiogénic. Ens referim a FV tardana
quan apareix més enlla de les primeres 48 hores d'evolucié de I'lAMEST, i és més frequent en

infarts extensos amb disfuncié ventricular.

El mecanisme d'inicid’'una FV sol ser fruit de la combinacié d'alteracions estructuralsifuncionals
que afecten al miocardi, o el que és el mateix, de la interaccié entre un miocardi susceptible i un

episodi desencadenant, el qual pot ser electrofisiologic, isquémic, metabolic o hemodinamic.
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Figura 7. Tracat electrocardiografic durant un IAM en un model porci, on s'objectiva I'ascens del ST seguit
d'alternanca morfologica de les ones T, i finalment una FV desencadenada per dos extrasistoles d'acoplament
curt. Adaptat de Sattler et al, Front Cardiovasc 2019°, d'accés obert.
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L'inici de laisquémia s'associa a una reduccié brusca del potencial de repos transmembranoés i
del'amplitudiladuradadels potencials d'accié de lazona afectada, fruitd'un desequilibri electrolitici
autonomic, la qual cosa comporta una conduccio lenta i una heterogeneitat electrofisiologica. Sien
aquest context es generen impulsos prematurs s'altera encara més la dispersié de la recuperacioé
entre el teixit isquémic i el normal, cosa que pot desencadenar una desorganitzacié completa i
aixi una fibril-lacié ventricular. No obstant, els mecanismes exactes d'inici i manteniment de la FV
segueixen sent font d'estudi i de debat, havent-se descrit com a possibles hipotesis causals tant
I'activitat desencadenada com l'automatisme i diferents formes de reentrada®, si bé és probable

que la FV sigui el resultat final comu d'un grup heterogeni d'alteracions eléctriques, no excloents

entre elles.
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Figura 8. Mecanismes responsables de l'arritmogenicitat durant la isquemia: automatisme (A), activitat
desencadenada (B) i reentrada (C). Adaptat de Sattler et al, Front Cardiovasc 2019, d'accés obert.




INTRODUCCIO B

1.3 Estratificacioé del risc i factors predictors de FVP

La gran majoria dels infarts de miocardi es presenten en forma de dolor toracic, pero alguns
debuten directament amb una aturada cardiaca per FV com a simptoma inicial, la qual cosa suposa
tot un repte pel sistema sanitari®’. Es considera que vora el 80% dels casos de mort sobtada
tenen una causa cardiaca®, i d’'entre elles la cardiopatia isquémica n'és la principal responsable®,
representada fonamentalment per I'lAM. La incidéncia real de mort sobtada cardiaca es dificil
de precisar, tenint en compte les variacions en la definici6 utilitzada en els diferents estudis aixi
com la manca frequent de dades cliniques o anatomo-patologiques suficients per tal de poder
confirmar-ne la causa real. En global, es calcula una incidencia anual de mort sobtada cardiaca
al voltant de 50-100/100.000 persones®-%? j s'estimen uns 5 mil-lions d'afectats per any al mén®®,
Aquesta incidencia augmenta de forma notable amb la identificacié de subgrups de risc creixent,
si bé la majoria d'episodis de mort sobtada succeeixen a individus sense cap cardiopatia coneguda
o bé als subgrups més grans i de menor risc®. Aquesta paradoxa cal tenir-la en compte a I'hora
de plantejar possibles intervencions preventives per tal que siguin eficients, ja que des del punt
de vista epidemioldgic resulta complex determinar el risc de patir una mort sobtada arritmica

causada per un IAM a la poblacié general®,
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Figura 9. Distribucio de les morts sobtades cardiaques a la poblacid dEEUU segons el nivell de risc, en
percentatge i en nombre absolut. Adaptat de Bayés de Luna et al, Rev Esp Cardiol 20123, d'accés obert.




Aixi doncs, aconseguir una estrategia d'estratificacid del risc efectiva per identificar els
pacients amb un alt risc de mort sobtada arritmica és essencial per afrontar aquest gran repte del
sistema sanitari. No obstant, no es tracta d'una tasca gens facil, ja que el risc des del punt de vista
cardiac no és quasi bé mai dicotomic, siné un continuum, alhora que cal tenir també en compte
la probabilitat de mort no sobtada propia de cada pacient, tant cardiovascular com no. En aquest
sentit, l'estratificacié optima del risc de mort sobtada arritmica seria aquella que identifiqués
els pacients amb alt risc de FV o TV perd amb baix risc de mort no sobtada, per tal d’assolir el
maxim benefici de la intervencié dirigida. A més, aquest risc de mort sobtada arritmica no tan
sols és multifactorial siné que també pot variar significativament en el temps, de manera que

I'estratificacié hauria de ser un procés dinamic que requerira una revaloracié periodica.

S'’han proposat diverses eines per a l'estratificacié de la mort sobtada arritmica post-IAM,

basades fonamentalment en les alteracions de la funcié ventricular i la caracteritzaci6é de la
cicatriu miocardica o la fibrosi®>®, També s’han suggerit alguns signes d'inestabilitat eléctrica
detectables amb l'electrocardiograma (allargament i/o fraccionament del QRS, alternanga d'ones
T,dispersié del QT...)oamb estudis de funcié autonomica (variabilitat o turbulénciade lafrequencia
cardiaca), aixi com els testos d'induccié d'arritmies mitjancant un estudi electrofisiologic®” 8,
Totes aquestes variables poden aportar informacié remarcable en la prediccié de la mort sobtada
arritmica, pero la majoria sén encara poc especifiques de forma individual*’. Calen doncs més
assajos randomitzats per determinar la seva utilitat clinica real, probablement mitjancant models

multivariables, aixi com avaluar-ne el potencial impacte pronostic i la relacié cost-efectivitat.

En aquest mateix sentit, multiples estudis han intentat determinar possibles factors predictors
0 associats a la FV en el context de IlAMEST, perd amb resultats majoritariament també poc

rellevants a la practica clinica, i no tots concordants.

Els factors derisc cardiovascular classics s’han relacionat ampliamentamb la malaltia coronaria,
la qual cosa fa pensar que podrien estar-ho també amb la mort sobtada cardiaca, almenys de
forma indirecta®. No obstant, entre les caracteristiques cliniques que més habitualment s’han
descrit com associades concretament a la FVP trobem l'edat jove 34047 el sexe masculi’®, el
tabaquisme4247 els antecedents familiars de mort sobtada®’'-74, i I'abséncia d’angina preévia*®”.
Pel que fa als marcadors electrocardiografics, la fibril-lacié auricular*®#’, la repolaritzacié precog’,
i 'ascens del ST >10mm”" sén els que s’han associat més amb la FVP. A nivell angiografic, 'oclusio

agudade l'artéria culpable3?407¢és el factor més claramentrelacionatamb la FVP, ja que la localitzacio



de l'infart resulta un aspecte més controvertit. Si bé a la majoria d'estudis l'infart anterior o bé
I'oclusié de la coronaria esquerra s'associen a un major risc de presentar FVP37404247.7476 "an alguns
altres aquesta associacié s'ha detectat amb la coronaria dreta o l'infart inferior®2°. En qualsevol
cas, el factor predictor de risc de mort sobtada arritmica més potent i utilitzat a la practica clinica és
la fraccié d’'ejeccid (FE) del ventricle esquerre”’. De fet, actualment, la indicaci6é de desfibril-lador
automatic implantable (DAI) es basa fonamentalment en la FE severament deprimida>’ 787,
Tanmateix, aquest parametre s'ha vist que és poc especific, i per tant té una eficacia limitada®,
ja que la major part dels afectats per una mort sobtada cardiaca no tenen disfuncié ventricular

severa®!, i en una proporcio significativa la FV és la primera manifestaci6 clinica.

Aixi doncs, per intentar identificar els individus d'alt risc a la poblacié general i optimitzar
I'efectivitatenla prevencid dela mort sobtada cardiaca, s’han estudiat diferents biomarcadors®828,
si bé amb una evidéncia encara escassa i sense un clar efecte a nivell individual. Per exemple, tant
la hipopotassemia’#84 a lingrés com I'hemoglobina glucosilada® en poblacié no diabética s’han
relacionat amb el risc de FVP, mentre que la hipomagnessémia® també s'ha relacionat amb un
major risc de mort sobtada cardiaca. Des del punt de vista de la inflamacio, la interleucina-6 (IL-6)
s'ha reportat com un predictor de mort sobtada cardiaca en homes sans®’, mentre que el factor de
diferenciacié de creixement 15 (GDF-15, growth differentiation factor 15) s'ha descrit com un factor
de risc de mort sobtada durant la fase aguda d'un IAMB8 aixi com un predictor de mortalitat a curt
termini en pacients amb FVP®, No obstant, I'associaci6 entre la inflamacié sistémica en el context

d'un IAMEST i la FVP encara no esta ben definida.

Daltra banda, si bé diversos estudis suggereixen I'existéencia d'una predisposicié genetica
per a desenvolupar una mort sobtada arritmica’’3, a dia d'avui es coneix poc sobre els factors
geneétics especifics relacionats amb la FVP. En aquest sentit, s'han realitzat alguns estudis
d'associacié de genoma complet per identificar possibles variants genétiques relacionades amb
la FVP. El més destacable es va fer a la cohort de I'estudi AGNES® i va mostrar una associacié
entre la FVP i el polimorfisme de nucleotid simple rs2824292 del cromosoma 21921, proper al gen
CXADR que codifica el receptor del Coxsackie i 'Adenovirus, el qual s’ha implicat amb la miocarditis,
la miocardiopatia dilatada, la conducci6 cardiaca i la vulnerabilitat arritmica®’. No obstant, aquesta
associacié no s'ha pogut replicar en almenys dos estudis posteriors®2%, També s'han reportat altres
variants genétiques associades amb la FVP o amb la mort sobtada cardiaca®, com per exemple
mutacions del gen SCN5A%>%4, pero la majoria amb una replicabilitat molt limitada i en qualsevol

cas sense encara una utilitat clinica real®>°.



Aixi mateix, a I'haver-se detectat variacions estacionals en la mort sobtada cardiaca®, i
tenint en compte l'associacié descrita entre algunes infeccions viriques i I''AM%%, s'ha proposat
que l'exposicié viral podria ser un desencadenant de la FVP'®. No obstant, només el virus de la
grip i alguns Enterovirus s'han investigat en relacié a la mort sobtada cardiaca, obtenint resultats

contradictoris'102,

Per altra banda, des del punt de vista nutricional, és ben conegut que la dieta mediterrania es
relaciona amb un menor risc de malaltia cardiovascular'®3'%, Altrament, s'ha suggerit en multiples
estudis que el consum d'acids grassos poliinsaturats, sobretot elsomega-3 d'origen mari, s'associa
a un menor risc de mort sobtada cardiaca'®-"% gracies a un possible efecte antiarritmic’®-""3, si bé
en alguns d'altres no s’ha pogut confirmar aquest benefici'#'">. Tanmateix, la possibilitat que una
intervencio dietetica pugui reduir la vulnerabilitat del miocardi a la FVP desperta un gran interes,

especialment de cara a la prevenci6 primaria.

En qualsevol cas, davant de tots aquests possibles factors predictors o associats a la FVP,
diversos autors han proposat algunes escales de risc per tal d'intentar identificar precogment
els individus més susceptibles de desenvolupar aquesta greu complicacié arritmica3®''¢"1%, pero
cap d'elles ha aconseguit influenciar la practica clinica de forma rellevant. Per tant, aquest repte

segueix generant meés preguntes que respostes, i queda encara un llarg cami per recorrer.

1.4 Recomanacions actuals per la prevencio de la FV

Lesguiesde practica clinicade prevencié demortsobtadaalapoblacié generalrecomanen, com
a mesura més efectiva, la quantificacié individual del risc de desenvolupar cardiopatia isquémica
(ja que n'és la principal causa), aixi com el control dels principals factors de risc cardiovascular

(hipertensio, dislipémia, diabetis, obesitat i tabaquisme)*’"°,

D'altra banda, en els pacients amb un 1AM, els pilars fonamentals per la prevencié primaria de
la mort sobtada es consideren la revascularitzacié optima i la terapia medica d'eficacia demostrada
(betabloquejants, doble antiagregacié i estatines), aixi com el tractament farmacologic complet
de la insuficiencia cardiaca segons les indicacions vigents. Concretament els betabloquejants
han demostrat prevenir les arritmies ventriculars, mentre que la terapia profilactica amb altres

farmacs antiarritmics no ha demostrat aportar cap benefici. Les guies actuals de practica clinica



recomanen, davant de tot pacient estable després d'un IAM que cursa amb disfuncié ventricular,
passades unes 6-12 setmanes i amb el tractament farmacologic optimitzat, revalorar la FE del
ventricle esquerre. Aquesta valoraci6 es realitza per considerar la indicacié d'un desfibril-lador
automatic implantable (DAI) en cas que la FE sigui inferior al 30%, o bé inferior al 35% i tingui
insuficiencia cardiaca simptomatica (classe funcional de la New York Heart Assotiation Il o II1)>577°,
També es pot considerar la implantacié d'un DAI si la FE és inferior al 40% i s'associa a un sincope
inexplicat o bé a taquicardies ventriculars no sostingudes, en cas que se n'indueixin de sostingudes
mitjancant estimulacié eléctrica programada®. Altrament, s'ha suggerit que l'estimulacio
programada preco¢ en pacients amb un IAM amb FE reduida pot ajudar a individualitzar-ne el risc
de mort sobtada, ja que algunes dades apunten que I'abséncia d'induccié d'arritmies ventriculars
a l'estudi electrofisiologic s'associa amb un prondstic favorable a llarg termini sense requerir la
proteccié d'un DAI'?'. Aixi mateix, I'estudi PRESERVE-EF ha proposat un algoritme per estratificar
el risc arritmic dels pacients post-IAM amb FE>40% basat en la combinacié d'almenys un factor de
risc no invasiu electrocardiografic i un estudi electrofisiologic posterior, identificant un subgrup
d'alt risc el qual podria beneficiar-se de limplant d'un DAI'?2. No obstant, calen assajos clinics

randomitzats per confirmar aquestes dades.

En termes de prevencié secundaria, actualment no s'aconsella Iimplant preco¢ d'un DAI
per als pacients amb un IAM complicat amb FVP, si es considera que la causa desencadenant de
I'arritmia és reversible. Aquesta recomanacié es basa en que, un cop corregida la isquémia aguda
amb la reperfusié miocardica i utilitzant les terapies farmacologiques de demostrada eficacia
prondstica, es redueix el risc de recurréencia de FV. No obstant, les arritmies ventriculars (FV o
TV) que es presenten fora de la fase aguda (passades les primeres 48 hores de linfart) si que
poden implicar un pitjor pronostic, especialment quan no sén atribuibles a isquémia recurrent,
pel que en aquests casos cal considerar I'implant d'un DAI com a prevenci6 secundaria de forma

individualitzada.
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2. HIPOTESI

La prevalenca de la FVP podria haver disminuit als llarg dels ultims anys gracies als nous
tractaments i a les terapies de reperfusié de l'infart agut de miocardi, aixi com també

podria haver millorat el seu pronostic.

Alguns factors podrien associar-se a una major susceptibilitat per presentar FV en
el context d'un IAMEST, com el tipus de dieta, una infeccid virica prévia, o un procés

inflamatori concomitant.
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3. OBJECTIUS

Objectiu principal

« Analitzar I'evolucid, el pronostic i els factors predictors de la FV en el context de I'TAMEST,

per tal d'intentar millorar la seva prevencié i evolucio.

Objectius secundaris

« Avaluar I'evoluci6 de la prevalenca de la FVP durant les ultimes 3 décades, mitjancant

I'analisi de les complicacions i la mortalitat dels pacients ingressats per un IAMEST.

+ Determinar el pronodstic de la FVP en el context de I'TAMEST a Catalunya a l'era del Codi

IAM i la reperfusié amb angioplastia primaria.

« Estudiar possibles factors predictors de FVP, de cara a intentar millorar la prevencio

d'aquesta complicacid, com poden ser:

- Factors dietetics
- Factors infecciosos

- Factors inflamatoris
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4. PUBLICACIONS

4.1 Resum global metodologic

Els treballs que es presenten a continuacio son fruit de I'analisi de diferents fonts de dades,

per tal de poder respondre els objectius plantejats.

Per avaluar I'evolucio de la prevalenca de la FVP durant les Ultimes 3 décades, ens hem basat
en I'analisi observacional de les dades d'un registre prospectiu unicéntric dut a terme a la Unitat de
Cures Cardiaques Agudes de I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona (HUGTIP) de
Badalona, que inclou tots els pacients consecutius de més de 18 anys ingressats en les primeres 24
hores d'evoluci6 d'un IAMEST, des del febrer de 1989 fins al desembre del 2017 (n=7589). El centre
és I'nospital de referéncia per una area d'uns 850.000 habitants i forma part de la xarxa d'ICPP del
Codi lAM de Catalunya'? des del 2009. Les dades demografiques i cliniques dels pacients han estat
recollides de forma prospectiva i sistematica durant I'ingrés hospitalari, mentre que el seguiment
a un any s'ha realitzat a través de contacte telefonic i/o consulta a la Historia Clinica Compartida
de Catalunya, amb doble verificacié mitjancant la base de dades del Sistema de Salut Catala i

Espanyol.

Per determinar el pronostic actual de la FVP a Catalunya, ens hem fonamentat en I'analisi de
les dades del registre prospectiu del Codi IAM, cedides pel Departament de Salut de la Generalitat
de Catalunya després de ser acceptat el nostre projecte pel Comite Cientific del Registre del Codi
IAM a la convocatoria de gener del 2016. El Codi IAM es tracta d'un protocol d’'atencié urgent als
pacients amb IAMEST, implantat a Catalunya el juny de 2009. Comprén l'activacié d’'un seguit de
dispositius assistencials de forma emergent quan un pacient és sospités de tenir un infart i es
considera candidat a un tractament de reperfusio coronaria, prioritzant I'angioplastia primaria com
a terapia d'elecci6'®. S'analitzen doncs les dades demografiques i cliniques aixi com el tractament
de reperfusié de tots els pacients atesos pel Codi IAM a Catalunya des de l'inici del 2010 fins al final
del 2014, amb diagnostic de IAMEST de menys de 12 hores d’evolucié i tractats amb angioplastia
primaria (n=10.965). El seguiment a un any es basa en les dades dels registres oficials de mortalitat

del Sistema de Salut Catala i Espanyol.



Al'hora d'afrontar el tercer objectiu, el qual pretén estudiar possibles factors predictors de FV
primaria, ens hem recolzat en I'estudi de biomarcadors “RUTI-STEMI", que es tracta d'una cohort
gue inclou prospectivament pacients ingressats per IAMEST a la Unitat de Cures Cardiaques Agudes
de 'HUGTIiP de Badalona des de febrer de 2011 fins al gener de 2016, als quals se'ls van extreure
mostres sanguinies al moment de l'ingrés (immediatament després de I'lCPP) i durant les primeres
24 hores d'evolucié de l'infart. En concret, es van obtenir 5 mostres de 3ml de sang (basal, 1h, 12h,
16h i 24h) per venopuncid, les quals van ser centrifugades i criopreservades a -80° a un biobanc
fins al moment de la seva analisi, per la qual cosa els pacients o bé els seus familiars van signar-
ne un consentiment informat. Tant el procediment de IlCPP com el tractament posterior es van
realitzar segons el criteri del metge responsable, basant-se amb les recomanacions de les guies
actuals de practica clinica®. A partir d'aqui hem plantejat un estudi de casos-controls considerant
tots els pacients que disposen d'una mostra sanguinia adequada per a la determinacié d'acids
grassos (n=944), d'entre els quals hem seleccionat com a casos tots aquells que havien presentat
FV primaria durant les primeres 48 hores d'evolucié de IlAMEST (n=58). Per cada cas hem escollit
2 controls (pacients ingressats també per IAMEST per0 sense presentar FVP), emparellant-los en

funcié de l'edat, el sexe, el tabaquisme, la hipertensid, la dislipeémia i la diabetis mellitus (n=116).

D'altra banda, per tal d'ampliar I'analisi del tercer objectiu, hem decidit plantejar un estudi pilot
sobre elviroma circulanten 9 casos (pacients amb IAMEST complicatamb FVP)i 11 controls (pacients
amb IAMEST sense FVP) procedents de la cohort esmentada, seleccionant pacients amb un primer
infart i emparellant-los per edat, sexe, diabetis i localitzacié anterior de l'infart. Paral-lelament,
dins la mateixa idea d’estudi pilot, també hem decidit analitzar el proteoma inflamatori en 7 casos
(IAMEST amb FVP), 7 controls (IAMEST sense FVP) i 5 individus sans, seleccionant els casos amb
FV intrahospitalaria per tal de poder analitzar la mostra sanguinia basal i aixi assegurar que sigui
prévia a la FV, ja que la inflamacié podria variar al llarg de les primeres hores de I'esdeveniment

arritmic, especialment en els casos d'aturada cardiaca extrahospitalaria perllongada.

Per fer I'analisi lipidomic del tercer treball presentat, s’han determinat els acids grassos
poliinsaturats en els fosfolipids del serum mitjancant cromatografia de gasos, a través de la
col-laboraci6 del laboratori extern Cardiovascular Risk and Nutrition - IMIM (Hospital del Mar

Medical Research Institute).

Pel que fa a l'analisi del viroma circulant del quart treball presentat, un cop purificat I'acid
desoxirribonucleic (ADN) de les mostres sanguinies, s'ha utilitzat una plataforma de sequenciacié

de captura (VirCapSeq-VERT) que permet la identificacio i caracteritzacié genetica de tots els virus
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que afecten els vertebrats (a partir de una base de dades amb 342.438 sequéncies representatives

del genoma dels 207 taxons virics coneguts que infecten als vertebrats, incloent els humans).

En relacié a l'analisi del proteoma inflamatori, s'ha utilitzat el panell d'inflamaci6 Olink, el
qual permet determinar 92 proteines relacionades amb la resposta inflamatoria mitjancant un

immunoassaig multiple.

Els detalls técnics dels diferents procediments d'assaig es troben descrits a la seccié de métodes

dels articles corresponents, aixi com les particularitats de les respectives analisis estadistiques.
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Figura 10. Infograma-resum del plantejament del projecte.
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Trends in Short- and Long-Term
ST-Segment—Elevation Myocardial
Infarction Prognosis Over 3 Decades:

A Mediterranean Population-Based
ST-Segment-Elevation Myocardial Infarction
Registry

Cosme Garcia-Garcia "/, MD, PhD; Teresa Oliveras, MD; Jordi Serra, PhD; Joan Vila, ScM; Ferran Rueda "', MD;
German Cediel "/, PhD; Carlos Labata, MD; Marc Ferrer, MD; Xavier Carrillo, MD, PhD; Irene R. Dégano, MD, PhD;
Oriol De Diego “*/, MD; Nabil EI Ouaddi, MD; Santiago Montero “**, MD; Josepa Mauri, MD, PhD;

Roberto Elosua ", MD, PhD; Josep Lupdn ', MD, PhD; Antoni Bayes-Genis "/, MD, PhD; on behalf of the
Ruti-STEMI Investigators*

BACKGROUND: Coronary artery disease remains a major cause of death despite better outcomes of ST-segment—elevation
myocardial infarction (STEMI). We aimed to analyze data from the Ruti-STEMI registry of in-hospital, 28-day, and 1-year events
in patients with STEMI over the past 3 decades in Catalonia, Spain, to assess trends in STEMI prognosis.

METHODS AND RESULTS: Between February 1989 and December 2017, a total of 75689 patients with STEMI were admitted con-
secutively. Patients were grouped into 5 periods: 1989 to 1994 (period 1), 1995 to 1999 (period 2), 2000 to 2004 (period 3),
2005 to 2009 (period 4), and 2010 to 2017 (period 5). We used Cox regression to compare 28-day and 1-year STEMI mortality
and in-hospital complication trends across these periods. Mean patient age was 61.6+12.6 years, and 79.3% were men. The
28-day all-cause mortality declined from period 1 to period 5 (10.4% versus 6.0%; P<0.001), with a 40% reduction after multi-
variable adjustment (hazard ratio [HR], 0.6; 95% ClI, 0.46-0.80; P<0.001). One-year all-cause mortality declined from period 1
to period 5 (11.7% versus 9.0%; P=0.001), with a 24% reduction after multivariable adjustment (HR, 0.76; 95% ClI, 0.60-0.98;
P=0.036). A significant temporal reduction was observed for in-hospital complications including postinfarct angina (-78%),
ventricular tachycardia (=57%), right ventricular dysfunction (—-48%), atrioventricular block (-45%), pericarditis (-63%), and free
wall rupture (-53%). Primary ventricular fibrillation showed no significant downslope trend.

CONCLUSIONS: In-hospital STEMI complications and 28-day and 1-year mortality rates have dropped markedly in the past
30 years. Reducing ischemia-driven primary ventricular fibrillation remains a major challenge.

Key Words: prognosis m ST-segment—elevation myocardial infarction m STEMI complications ® STEMI mortality
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CLINICAL PERSPECTIVE

What Is New?

e The Ruti-STEMI is a population-based registry
that included consecutive patients with ST-
segment—elevation myocardial infarction in a
Mediterranean cohort over the past 3 decades.

e Most in-hospital ST-segment—elevation myo-
cardial infarction complications have decreased
by 50%.

e Twenty-eight-day case fatality declined 40%
mainly because of the reduction in early acute-
phase mortality in both anterior- and inferior-wall
ST-segment-elevation myocardial infarction;
1-year all-cause mortality also decreased 25%
from 1989 to 2017, though in the past decade
mortality rates have remained quite stable,
mainly driven by cardiogenic shock.

What Are the Clinical Implications?

e Furthermore, there are still few targets to im-
prove: Ischemia-driven primary ventricular fibril-
lation rates have not substantially changed over
time.

e Some mechanical complications (ventricular
septal rupture and papillary muscle rupture) also
remain without changes in the past 3 decades.

Nonstandard Abbreviations and Acronyms

ICCU intensive cardiac care unit

tributed to James B. Herrick in 1912.' The century
that followed has seen major changes in medicine,
and myocardial infarction has been at the forefront.
Galvez-Montén et al? divided the history of myocardial
infarction into three eras: an initial era of mainly clinical
observation and description of pathophysiology (1912—
1950s); a second era centered on coronary care units,
the discovery of new drugs, and the development of
surgical alternatives (1960s-1980s); and the most re-
cent era of interventional cardiology, focused on inva-
sive cardiology and devices (1980s to present).
ST-segment-elevation myocardial infarction (STEMI)
management has undergone an impressive transfor-
mation in recent times because of the establishment
of regional and national reperfusion networks and use
of newer evidence-based drugs.®'? Some studies
used only in-hospital® or short-term outcomes,®” 112
while others tracked the evolution of acute coronary
syndrome outcomes in the last quarter of the 20th

The first description of myocardial infarction is at-

J Am Heart Assoc. 2020;9:e017159. DOI: 10.1161/JAHA.120.017159
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century, before percutaneous reperfusion was widely
implemented.”®® Some studies have used data
for nonconsecutive patients enrolled in cross-sec-
tional registries with defined inclusion and exclusion
criteria."

Accordingly, the aim of this study using data from
the Ruti-STEMI registry was to conduct a popula-
tion-based analysis of trends in 28-day and 1-year
mortality and in-hospital complications over the past
3 decades. Our goal was to provide a contempo-
rary real-life perspective of STEMI prognosis in a
Mediterranean region.

METHODS

Study Population

The Ruti-STEMI registry is a prospective population-
based registry maintained from February 1989 to
December 2017 and including all consecutive pa-
tients with STEMI serving a stable and well-defined
geographic area of =850 000 inhabitants in the
northern metro area of Barcelona in Catalonia, Spain
(Figure 1). During the 30-year period, the healthcare
physical structure has remained stable, with only 1
university hospital with an intensive cardiac care unit
(ICCU) and 4 community hospitals that refer patients
with STEMI to the ICCU (Figure 1). Several organi-
zational changes have occurred during the registry
period. Until the year 2000, reperfusion therapy was
mainly performed with fibrinolysis; between 2000
and 2009, primary percutaneous coronary interven-
tion (PCI) was performed only during working hours.
A major change in June 2009 was the establishment
of the Codi IAM STEMI network, intended as a rep-
erfusion network that prioritizes primary PCI for all
patients with STEMI 24 hours a day, 7 days a week.
The setup of the Codi IAM network, including the
territorial organization and available resources, has
been described previously.'®*

Definitions of myocardial infarction and standard of
care were based on current guidelines available during
the study life span.’®-® STEMI was defined as ST-
segment elevation of >1 mm in at least 2 contiguous
leads (in V2-V3 =2 mm was required) in any location in
the index or qualifying ECG.

In our present analysis, patients were stratified
by years of admission into 5 periods: 1989 to 1994
(period 1), 1995 to 1999 (period 2), 2000 to 2004
(period 3), 2005 to 2009 (period 4), and 2010 to
2017 (period 5).

All study procedures were in accordance with
the ethical standards outlined in the Declaration of
Helsinki. Patients provided written consent for use
of their clinical data for research purposes. The data
that support the findings of this study are available
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) Barcelona
City

H - University hospital

H - Community hospital

Figure 1. Map of the University and community hospitals.

Geographical distribution of the Ruti-STEMI population-based registry, in northern Barcelona metro area.

from the corresponding author upon reasonable
request.

Outcomes

The aim of the study was to analyze in-hospital STEMI
complications and trends in 28-day and 1-year case
fatality over the past 3 decades. The primary end
points were 28-day and 1-year all-cause mortality.
Mortality was curated from patient health records or
by direct phone contact with patients or relatives and
double-verified by the Catalan and Spanish health sys-
tem databases.

Secondary end points included changes in
in-hospital STEMI complications during the 5 stud-
ied periods: angina, reinfarction, primary ventricu-
lar fibrillation (VF) and tachycardia, atrioventricular
block, atrial fibrillation/flutter, ventricular septum or
papillary muscle or free wall rupture, pericarditis, right
ventricular dysfunction, and maximum Killip—Kimball

J Am Heart Assoc. 2020;9:e017159. DOI: 10.1161/JAHA.120.017159

class. The definitions of these complications were
standardized and remained stable during the study
period.

Statistical Analysis

Categorical variables are expressed with frequency
and percentages and continuous variables as
mean+SD. Statistical differences between groups
were compared using the chi-squared and Student
t test or analysis of variance including linear trend
analysis. Departures from normality were evaluated
by normal QQ plots. Multivariate analysis was per-
formed with logistic regression or proportional Cox
regression models (backward conditional stepwise
method), with the following covariates: age, sex, car-
diovascular risk factors, previous acute myocardial
infarction, peripheral artery disease, Killip—Kimball
class, and reperfusion therapies. Assumption of
linearity of continuous variables (logistic regression
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and Cox) and proportionality (Cox) was tested. Trend
curves were graphically fitted using polynomial re-
gression, as they provide better fits to the nonlinear
data. Period of admission was treated as a continu-
ous measure for trend testing. Probability values
<0.05 from 2-sided tests were considered to indicate
statistical significance. All analyses were performed
using the software Statistics SPSS 21 (IBM, Armonk,
NY) and STATA version 13.0 (StataCorp, College
Station, TX).

RESULTS

A total of 7589 consecutive patients with STEMI were
included in the Ruti-STEMI registry. The mean age was
61.6+£12.6 years, and 79.3% were men. Relative to the
year of admission, patients were grouped into the 5
periods defined above: 1989 to 1994, n=1337; 1995 to
1999, n=960; 2000 to 2004, n=1059; 2005 to 2009,
n=1535; and 2010 to 2017, n=2698. Baseline demo-
graphic and clinical characteristics of each group are
shown in Table 1. Prevalence in dyslipidemia and hy-
pertension increased over the 3 decades, but periph-
eral disease and previous acute coronary syndrome
showed a significant declining trend. The use of rep-
erfusion therapy increased over time, with a relative
change of 114%, the use of primary PCl tripled between
period 3 and period 5, while fibrinolysis evolved to neg-
ligible levels. Use of coronary angiography at any time
during the index admission increased to 97% in 2017.

The use of evidence-based treatments during the
first 48 hours from admission increased gradually
over the 3-decade period. Early use of (3-blockers in-
creased 59%, use of angiotensin-converting enzyme
inhibitors or angiotensin receptor blockers increased
167%, and statins use increased from 1.6% to 88.0%.
Likewise, use of antithrombotic medications during
the first 48 hours of admission changed markedly,
with increasing early use of aspirin (6.6% relative in-
crease) and clopidogrel, which use was 2.5-fold higher
from period 3 to period 5; in period 5, ticagrelor and
prasugrel were incorporated. Moreover, the use of
low-molecular-weight heparin and glycoprotein llb/llla
inhibitors peaked in period 4.

In-hospital STEMI complications were prospectively
registered during these 3 decades (Table 2), and most
declined significantly. Postinfarct angina decreased
78%; sustained ventricular tachycardia 57%; atrio-
ventricular block 45%, free wall rupture 153%, acute-
phase atrial fibrillation/flutter 27%; pericarditis 63%,
and right ventricular dysfunction 48%. Trends in most
relevant in-hospital complications over the 5 periods
are shown in Figure 2.

Acute heart failure complicating STEMI also
showed a downslope trend over time. Patients with
maximum Killip—Kimball class llI-IV (pulmonary edema

J Am Heart Assoc. 2020;9:e017159. DOI: 10.1161/JAHA.120.017159

Trends in STEMI Prognosis Over 3 Decades

or cardiogenic shock) showed a 45% reduction from
period 1 to period 5 (15.3% versus 8.5%, respectively;
P<0.001), with 81.2% of patients in Kilip—Kimball |
in the period 5 group. Ventricular septal rupture and
papillary muscle rupture, both infrequent mechani-
cal complications of STEMI, remained unchanged at
<1% throughout the study period. Of note, primary VF
was the only prevalent acute-phase complication that
showed no significant downslope trend over the past
3 decades (7.6% in period 1 versus 6.8% in period 5,
respectively; P=0.114).

The remarkable reductions in STEMI complications
observed during the study period allowed for a signifi-
cant reduction in ICCU length of stay, from 5.0 days in
period 1 to 2.4 days in period 5 (P<0.001). Early mor-
tality, defined as occurring in the ICCU, was cut by half
during the study period, from 8.9% to 4.2% (percent-
age change, —4.7% [95% Cl, —2.9% to —6.3%)]), 11.2%
versus 4.7% for anterior-wall acute myocardial infarc-
tion and 8.9% versus 3.8% for inferior-wall infarcts; alll
P for trend <0.001) (Figure 3).

Short-term 28-day STEMI mortality showed a pro-
gressive downslope trend over the past 3 decades,
from 10.4% in period 1 to 6.0% in period 5 (P<0.001)
(Table 2; Figure 4A). After multivariable adjustment
by age, sex, hypertension, diabetes mellitus, dyslip-
idemia, peripheral disease, previous acute myocar-
dial infarction, Killip—Kimball class, and reperfusion
therapy, 28-day case-fatality rates declined by 40%
over time (hazard ratio [HR], 0.60; 95% CI, 0.46—
0.80; P<0.001; Table 3). Figure 5 illustrates 28-day
mortality by study period stratified according to max-
imum Killip—Kimball class. Mortality benefits over
time were significant across all Killip—Kimball strata,
and especially so in patients with Killip—Kimball class
IV, despite 59% and 50% of all 28-day deaths were
attributable to patients with Killip—Kimball class IV in
periods 4 and 5, respectively. This benefit was mainly
observed in the early acute phase, during ICCU ad-
mission (Figure 6).

Long-term 1-year all-cause STEMI mortality also
showed a downslope trend over the past 3 decades,
from 11.7% in 1989-1994 to 9.0% in 2010-2017
(P<0.001) (Table 2; Figure 4B). After multivariable adjust-
ment by age, sex, Kilip—Kimball class, hypertension,
diabetes mellitus, dyslipidemia, peripheral disease,
previous acute myocardial infarction, and reperfusion
therapy, 1-year all-cause mortality decreased by 24%
over time (HR, 0.76; 95% CI, 0.60-0.98; P=0.036;
Table 3).

DISCUSSION

In this report, we provide outcomes data from a large
population-based registry of patients with STEMI
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Table 1. Demographic Characteristics, Medical Therapies, and Management of Patients With STEMI Among the 5 Periods

Period 1 Period 2 Period 3 Period 4 Period 5
1989-1994 1995-1999 2000-2004 2005-2009 2010-2017
Characteristics* (N=1337) (N=960) (N=1059) (N=1535) (N=2698) P for Trend
Age, y, mean (SD) 61.9 (13.8) 61.8 (12.4) 62.2 (11.8) 62.5 (13.1) 62.1 (12.9) 0.481
Men, % 77.0 77.9 80.4 781 76.9 <0.001
Smoker, % 46.2 43.2 38.1 39.8 45.0 <0.001
Hypertension, % 45.8 46.9 49.5 52.3 54.2 <0.001
Dyslipidemia, % 39.5 39.8 50.2 56.6 58.4 <0.001
Diabetes mellitus, % 251 275 3141 27.3 245 <0.001
Peripheral disease, % 9.9 10.0 1.6 12.7 74 0.005
Stroke, % 2.3
Kidney disease, % 4.8
Previous AMI 19.7 17.6 17.5 15.8 12.0 <0.001
Killip—Kimball class* <0.001
| 73.4 747 774 79.4 81.2
Il 10.8 10.1 9.8 8.8 10.4
Ml 8.0 8.5 7.6 5.6 2.5
\Y 7.3 6.4 5.5 5.8 6.0
AMI location <0.001
Anterior wall 42.6 M7 46.5 49.3 45.2
Inferior wall 57.4 58.3 53.5 50.3 54.8
Medications
Aspirin, % 917 92.9 93.2 96.6 97.8 <0.001
Clopidogrel, % 25.4 78.6 89.3 <0.001
Ticagrelor, % 2.5
Prasugrel, % 12.4
GPlib/Illa‘inh. % 01 12.2 381 251 <0.001
Heparin, % 59.3 64.9 71.9 64.5 71.2 <0.001
Low-molecular-weight 3.8 4.4 30.7 44.0 30.7 <0.001
heparin, %
B-Blockers, % 51.0 74.2 82.7 83.7 81.3 <0.001
Statins, % 1.6 0.1 26.3 75.6 88.0 <0.001
ACE inhibitor/ARB, % 20.5 26.0 41.0 54.2 54.8 <0.001
Lidocaine, % 22.9 16.8 7.6 6.0 2.4 <0.001
Amiodarone, % 7.9 8.6 7.5 6.9 4.9 <0.001
Reperfusion, % 42.8 54.7 57.7 78.9 91.9 <0.001
Fibrinolysis, % 100 100 66.7 2241 0.9
Primary PCI, % 0 0 33.3 77.9 99.1
Rescue PCl, % 0 0 0.7 4.6 0.9
Time onset-reperfusion 170 (138) 240 (210) 185 (170) <0.001
min, median (IQR)
Coronary angiography 3.1 5.2 27.3 70.6 97 <0.001
CABG, % 1.2 0.2 3.0 2.9 1.1 <0.001
PAC, % 51 4.8 3.5 14.6 15 <0.001
IABP, % 0.2 17 3.0 2.8 <0.001
LVAD, % 0.9

ACE indicates angiotensin-converting enzyme; AMI, acute myocardial infarction; ARB, angiotensin receptor blocker; CABG, coronary artery bypass grafting;
GPIIB/llla inh, glycoprotein lIb/llla inhibitors; IABP, intra-aortic balloon pump; IQR, interquartile range; LVAD, left ventricular assist device (Impella CP); PAC,
pulmonary artery catether; PCI, percutaneous coronary intervention; and STEMI, ST-segment—elevation myocardial infarction.

*Maximum Killip—Kimball class.
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Table 2. In-Hospital Prognosis and Mortality

Period 1 Period 2 Period 3 Period 4 Period 5
1989-1994 1995-1999 2000-2004 2005-2009 2010-2017
(N=1337) (N=960) (N=1059) (N=1535) (N=2698) P for Trend

Angina, % 9.8 10.3 8.9 6.0 2.1 <0.001
Reinfarction, % 1.3 1.5 241 17 17 0.686
Primary VF, % 7.6 6.9 6.9 6.6 6.8 0.114
VT, % 8.7 7.7 4.4 7.8 3.7 <0.001
AV block, % 9.7 12.5 6.2 5.8 5.3 <0.001
AFib/flutter, % 8.4 11.9 8.5 7.6 6.1 <0.001
VS rupture, % 0.7 0.8 0.9 0.6 0.5 0.609
PM rupture, % 0.3 0.5 0.4 0.7 0.3 0.066
FW rupture, % 1.9 241 1.4 0.7 0.9 0.002
Pericarditis, % 7.6 3.6 2.8 2.1 2.8 <0.001
RV dysfunction, % 9.6 121 6.9 5.1 5.0 <0.001
ACCU Los, d 5.0 5.5 4.7 3.3 2.4 <0.001
ACCU mortality, % 8.9 8.1 5.8 3.8 4.2 <0.001

Anterior wall AMI 1n.2 1.0 6.1 4.3 4.7 <0.001

Inferior wall AMI 8.9 8.1 5.8 3.4 3.8 <0.001
28-d mortality, % 10.4 9.9 7.3 5.1 6.0 <0.001
1-y mortality, % 1.7 13.4 10.5 8.7 9.0 <0.001
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ACCU indicates acute cardiovascular care unit; AFib, atrial fibrillation; AV, atrioventricular; FW, free-wall; LoS, length of stay; PM, papillary muscle; RV, right
ventricle; VF, ventricular fibrillation; VS, ventricular septum; and VT, sustained ventricular tachycardia.

(N=7589) living in a Mediterranean region in Catalonia
from 1989 to 2017. In the Ruti-STEMI registry, we
identified a 40% reduction in 28-day and 25% reduc-
tion in 1-year STEMI mortality over the past 3 dec-
ades, together with a 60% decrease in early mortality
(during ICCU hospitalization) with decreases in both
anterior (-68%) and inferior (-57%) STEMI mortal-
ity. Detailed data during the hospitalization period
allowed for a refined characterization of in-hospital
complications. Most STEMI-driven in-hospital com-
plications were reduced by 50% or more over the
past 3 decades, except for primary VF and some
low-prevalence mechanical complications (papillary
muscle and septal rupture), whose incidence re-
mained unaltered (Figure 7).

The past 3 decades have witnessed a surge of
new treatments for STEMI and new organizational net-
works to prioritize percutaneous reperfusion based
on the premise that “time is myocardium.” Several
studies, mainly from Northern Europe and the United
States, have already yielded data on the short- and
long-term impacts of these novel strategies,>"19:20
although most included a mix of patients with and
without STEMI, representing different clinical enti-
ties with different management and outcomes. In the
Worcester registry,® in-hospital mortality fell from 9.6%
10 6.5% from 2001 to 2011, but >64% of their patients
were non-STEMI. Yeh et al” reported 30-day mortal-
ity reduction from 10.5% to 7.8% in the US state of
Callifornia during 1999 to 2008; in that registry, benefit

was associated mostly with patients without STEMI,
without significant changes among those with STEMI
(odds ratio, 0.93; 95% CI, 0.71-1.20). The European
Heart Survey, including only STEMI cases,' revealed
a 30-day 15% decline in case fatalities from 2000 to
2004, with 6.4% of the mortality decreased in the last
period, similar to our data for periods 4 and 5 (cov-
ering 2005-2017). The FAST-MI (French Registry on
Acute ST-Elevation and Non-ST-Elevation Myocardial
Infarction) registries, covering 1995 to 2010,"" showed
a 30-day 60% reduction in case fatalities after adjust-
ment by patient profile and reperfusion. These authors
point to the increase in evidence-based medical ther-
apies (antithrombotic agents, statins, 3-blockers, and
angiotensin-converting enzyme inhibitors) as one fac-
tor in the improved prognosis for patients with STEMI.
We observed a similar increase in evidence-based
medical therapies in our study. Nevertheless, the most
relevant decline observed in our series also coincides
with the implementation of primary PCI, initially during
normal working hours (2000-2009) and available 24
hours a day, 7 days a week since 2009.

Data on long-term prognosis in real-life STEMI reg-
istries are scarce. In this study, we observed a 25%
reduction in 1-year adjusted STEMI mortality over the
3 studied decades. In addition to the above-reported
benefits of acute reperfusion and implementation of
newer drugs and devices, we observed a remarkable
decline in post-STEMI heart failure, a major driver of
adverse outcomes in the long term. In the Ruti-STEMI

J Am Heart Assoc. 2020;9:e017159. DOI: 10.1161/JAHA.120.017159 6
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Figure 2. Trends in STEMI in-hospital complications among periods.
Angina (top left); atrial fibrillation (top middle); pericarditis (top right); right ventricular (RV) dysfunction (middle left); atrioventricular
block (middle right); primary ventricular fibrillation (VF; bottom). Shaded regions represents 95% CI. AV indicates atrioventricular; and

STEMI, ST-segment-elevation myocardial infarction.

registry, we found a significant increase in Killip—
Kimball | infarcts (without heart failure) and a 45% re-
duction in Killip—Kimball class lll to IV STEMIs from

P for trend <0.001

H InferiorwallAMI  ®AIISTEMI & Anteriorwall AMI

1989-1994 1995-1999 2000-2004 2005-2009 2010-2017

Figure 3. Trends in changes in 28-day case fatality related
to infarct location between periods.

Inferior wall AMI (blue), anterior wall AMI (green), all STEMI (red).
AMI indicates acute myocardial infarction; and STEMI, ST-
segment-elevation myocardial infarction.
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period 1 to period 5. Indeed, cardiogenic shock—
defined as Killip-Kimball class IV—declined by 18%
over 3 decades, similar to the results of the Worcester
registry.?" In our population, cardiogenic shock devel-
oped in 6% of patients with STEMI in period 5, much
like the findings reported in the Swedish STEMI regis-
try.?? These data are in agreement with Bayes-Genis
et al,?® who previously reported having proportionally
fewer patients with heart failure with reduced ejec-
tion fraction and more patients with heart failure and
midrange ejection fraction since the implementation
of the STEMI Codi IAM network in Catalonia. Current
evidence supports much better outcomes for patients
with reduced versus midrange ejection fraction.
Regarding in-hospital complications, our data are in
line with previously reported studies.?*?® As an exam-
ple, in our last period, high-grade atrioventricular block
appeared in 5.3% of patients STEMI, similar to the
6% reported in the recent European Heart Survey.?*
The widespread use of primary PCl also underlies the
reduction in some mechanical complications, mainly




7202 ‘9 yorey uo £q 310 syeuanoleye//:dyy woiy papeojumoq

Garcia-Garcia et al

Trends in STEMI Prognosis Over 3 Decades

1.004 1.004
A B
0.954 0.95
® ©
2 2
c c
5 5
@ @
2 0.90 2 0.90-
s 5
S E]
E £
H H
o o
0.854 0.85
0+ 0+
T T T T T T
] 14 28 0 180 365
Days of follow-up Days of follow-up
Ne at risk N° at risk
1989-1994 1337 836 795 1989-1994 1337 762 750
1995-1999 960 735 682 1995-1999 960 631 608
2000-2004 1059 880 835 2000-2004 1059 791 757
2005-2009 1535 1299 1266 2005-2009 1535 1187 1132
2010-2017 2698 2425 2390 2010-2017 2698 2303 2242
Period 1 (1989-1994) Period 2 (1995-1999) Period 3 (2000-2004) Period 4 (2005-2009) Period 5 (2010-2017)

Figure 4. Kaplan-Meier curves among periods.

A, 28-day case fatalities and (B) 1-year all-cause mortality among patients with STEMI during the 5 periods: period 1 (dark blue), period
2 (brown), period 3 (green), period 4 (orange) and period 5 (light blue). STEMI indicates ST-segment-elevation myocardial infarction.

free-wall rupture.?®® Of note, in our series, we found
no reduction in ventricular septal rupture or papillary
muscle rupture, in contrast with findings in a recent
study of elderly acute myocardial infarction patients.?®
Ventricular septal rupture still developed in 0.5% of pa-
tients, similar to the 0.6% reported in a recent Swiss
registry.’

There are reasons for optimism but not for com-
placency in the reported trends. There are (at least)
2 issues of concern. On one hand, no reduction in
mortality was achieved in the past decade, very likely
attributable to acute cardiogenic shock mortality.
Indeed, cardiogenic shock is the challenge of the pres-
ent decade if we wish to improve our performance in
acute STEMI. On the other hand, a major finding of
the Ruti-STEMI registry is the lack of reduction in isch-
emia-driven primary VF over the past 3 decades. In
our registry, primary VF occurred in 7.6% of patients
in period 1 and in 6.8% in period 5, without statistical
differences over time. Similar trends in primary VF and
malignant arrhythmias have been reported previously

in other population cohorts.?® The widespread use of
reperfusion therapies has probably reduced in-hospital
primary VF, but a recent report indicated that 75% of
all primary VFs occurred out of hospital.?® The STEMI
reperfusion network prioritizes emergent attention to
cardiac patients with a prompt transfer, which allows
more patients to arrive alive at the hospital. Patients
have more probabilities to arrive alive at the hospital
after an out-of-hospital cardiac arrest attributable to
PVF after the onset of primary PCI reperfusion net-
works. In the clinical treatment of patients with STEMI,
the current standard is based on the premise that
primary VF is benign in terms of long-term prognosis
if the patient survives to discharge. However, recent
registry data challenge this impression, suggesting
that primary VF is an independent predictor of short-
and long-term mortality.?® In sum, our data emphasize
the need to seek novel out-of-the-box strategies for
preventing and managing primary VF. Ischemia could
be speculated to be a second hit for primary VF in a
myocardium with existing susceptibility from genetic or

Table 3. Multivariable Cox Regression Analyses for 28-Day Case Fatality and 1-Year All-Cause Mortality

28-d Case-Fatality 1-y All-Cause Mortality
Model 1 Model 2 Model 1 Model 2
HR (95% CI) P Value HR (95% Cl) P Value HR (95% CI) P Value HR (95% Cl) P Value
1989-1994 1 1 1 1
1995-1999 0.92 (0.70-1.21) 0.56 1.08 (0.81-1.43) 0.602 1.07 (0.83-1.36) 0.612 1.21 (0.93-1.57) 0.150
2000-2004 0.68 (0.51-0.91) 0.009 0.81 (0.60-1.09) 0.168 0.82 (0.64-1.06) 0.132 0.89 (0.68-1.17) 0.419
2005-2009 0.46 (0.35-0.61) <0.001 0.51 (0.37-0.69) <0.001 0.66 (0.52-0.84) 0.001 0.70 (0.54-0.92) 0.010
2010-2017 0.55 (0.43-0.69) <0.001 0.61 (0.46-0.80) <0.001 0.69 (0.56-0.86) 0.001 0.76 (0.60-0.98) 0.036

Model 1: Crude 28-day case fatality or 1-year all-cause mortality by period; Model 2: Including as covariates age, sex (women), hypertension, diabetes
mellitus, dyslipidemia, peripheral disease, previous AMI, Killip-Kimball class, interaction between age-Killip and reperfusion therapy. AMI indicates acute
myocardial infarction; and HR, hazard ratio.

J Am Heart Assoc. 2020;9:e017159. DOI: 10.1161/JAHA.120.017159
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inflammatory determinants of arrhythmia, offering po-
tential targets for risk stratification.
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Figure 6. Early acute-phase mortality relative to maximum
Killip-Kimball class during intensive cardiac care unit admission.
Period 1 (dark blue), period 2 (red), period 3 (green), period 4
(violet) and period 5 (light blue).
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Study Limitations

We acknowledge the lack of valid prospective all-
comers echocardiography data from the start of the
registry, precluding us from providing individual pa-
tient ejection fraction. This lack is a major limitation of
most, if not all, real-life registries. Second, a historical
cohort study covering 3 decades implies changes in
some definitions of cardiovascular risk factors (diabe-
tes mellitus, hypertension, and hypercholesterolemia),
which may have affected their prevalence across pe-
riods. Moreover, a better knowledge of coronary risk
factors may have also affected treatment, that is, differ-
ent management of hypertension or dyslipidemia over
time. The definition of myocardial infarction has also
changed over time, as have the biomarkers used for
myocyte injury. Nevertheless, the essential diagnostic
criteria for STEMI remained the presence of symptoms
and compatible ECG findings. Injury biomarkers are
not needed to initiate treatment in STEMI. In patients
undergoing primary PCI for STEMI, the type of stent
(bare metal or drug-eluting stent) is not available in this
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Figure 7. Trends in STEMI outcomes among 3 decades in a Mediterranean population-based

registry.

Most in-hospital STEMI (ST-segment-elevation myocardial infarction) complications have been reduced
above 50%: angina, right ventricular dysfunction, pericarditis, atrioventricular block, ventricular
tachycardia (VT), heart failure, and free-wall (FW) rupture, although primary ventricular fibrillation (VF)
remains without changes. Twenty-eight-day case fatality declined 40% and 1-year mortality has been
reduced 25% among the past 3 decades. K-K indicates Killip—Kimball.

registry. Finally, although follow-up data were double-
verified through the Catalan and Spanish health sys-
tem databases, we cannot exclude potential sources
of error in the early stages. If this were the case, the
number of events in early stages would be even greater
and the reduction over time still higher.

CONCLUSIONS

The results of the prospective all-comers Ruti-
STEMI registry over 3 decades in a well-defined
Mediterranean area indicate that 28-day STEMI case
fatality declined by 40%, and 1-year all-cause mor-
tality declined by 24% from 1989 to 2017. In-hospital
complications also decreased by >50%, although
primary VF and some mechanical complications
showed stable rates over time. Generalization of
reperfusion therapy, with the widespread use of pri-
mary PCIl more recently, and the use of evidence-
based medical therapies have been the main drivers
underlying the progressive decline in most STEMI
complications. Tackling ischemia-driven primary VF
requires imagination and divergent thinking because
everything that has been done so far has been es-
sentially futile.

APPENDIX

The RUTI-STEMI Investigators: Maria José Martinez-
Membrive, Elisabeth Zamora, Angel Caballero, Cinta
Llibre, Oriol Rodriguez-Leor, Eduard Fernandez-
Nofrerias, Omar Abdul-Jawad, Victoria Vilalta.
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Circulating linoleic acid at the time
of myocardial infarction and risk
of primary ventricular fibrillation

Teresa Oliveras®23°%, |olanda Lazaro“°, Ferran Rueda®?3, German Cediel“23,
Deepak L. Bhatt®, Montserrat Fit6*®, Francisco Madrid-Gambin*’, Oscar J. Pozo*,
William S. Harris®®°, Cosme Garcia-Garcia'%3, Aleix Sala-Vila*®** & Antoni Bayés-Genis%%3"
Primary ventricular fibrillation (PVF) is a major driver of cardiac arrest in the acute phase of
ST-segment elevation myocardial infarction (STEMI). Enrichment of cardiomyocyte plasma
membranes with dietary polyunsaturated fatty acids (PUFA) reduces vulnerability to PVF
experimentally, but clinical data are scarce. PUFA status in serum phospholipids is a valid surrogate
biomarker of PUFA status in cardiomyocytes within a wide range of dietary PUFA. In this nested case-
control study (n=58 cases of STEMI-driven PVF, n=116 control non-PVF STEMI patients matched
for age, sex, smoking status, dyslipidemia, diabetes mellitus and hypertension) we determined
fatty acids in serum phospholipids by gas-chromatography, and assessed differences between cases
and controls, applying the Benjamini-Hochberg procedure on nominal P-values to control the false
discovery rate (FDR). Significant differences between cases and controls were restricted to linoleic
acid (LA), with PVF patients showing a lower level (nominal P=0.002; FDR-corrected P=0.027). Ina
conditional logistic regression model, each one standard deviation increase in the proportion of LA
was related to a 42% lower prevalence of PVF (odds ratio =0.58; 95% confidence interval, 0.37, 0.90;
P=0.02). The association lasted after the inclusion of confounders. Thus, regular consumption of
LA-rich foods (nuts, oils from seeds) may protect against ischemia-driven malignant arrhythmias.

Coronary artery disease (CAD) remains a major health challenge and a top cause of global mortality'. Though
advances in drugs and device-based therapies have largely reduced complications and improved outcomes
for those who experience a myocardial infarction (MI), the rate of primary ventricular fibrillation (PVF) has
remained stable over time”*. PVF is a major trigger of out-of-hospital cardiac arrest leading to sudden cardiac
death’, and patients developing ventricular fibrillation during acute MI are at higher risk of in-hospital mortality®.
Therefore, novel strategies are needed to prevent and manage acute ischemic PVE

Experimental research has been instrumental in understanding the arrhythmogenic mechanisms leading to
PVE In this regard, many metabolic and electrophysiological cardiac changes observed in the acute ischemic
phase underlie disturbances in voltage-gated channels®. A large body of evidence indicates that polyunsaturated
fatty acids (PUFA) acylated in the phospholipids constituting the lipid bilayers of cell membranes modulate
the activity of voltage-gated channels by either altering the biophysical membrane properties (indirect effect)
or binding to the protein upon cleavage from cell membrane phospholipids (direct effect)”®. The finding that
dietary fats are readily incorporated into the cell membranes of cardiomyocytes put for the hypothesis that
sustained dietary PUFA intake and the ensuing enrichment in cardiac phospholipids might reduce myocardial
vulnerability to early PVF in MI°.
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PVF cases Non-PVF controls
Variable (n=58) (n=116) P-value
Demographics
Age, years 59.9+13.1 59.9+12.6 0.99
Female 7 (12.1) 14 (12.1) 1.00
History
Smoking 33 (56.9) 65 (56.0) 0.91
Hypertension 29 (50.0) 58 (50.0) 1.00
Diabetes mellitus 12 (20.7) 25(21.6) 0.89
Dyslipidemia 35 (60.3) 64 (55.2) 0.52
Cerebrovascular disease 4(6.9) 9(7.8) 0.84
Myocardial infarction 8(13.8) 8(6.9) 0.14
PCI 8 (13.8) 10 (8.6) 0.29
CABG 0 (0) 0(0) -
Physical examination
Killip-Kimball class ITI-IV 6(10.3) 5(4.3) 0.12
BMI, kg/m? 27.7+52 27.3+4.1 0.53
Anterior infarct location 29 (48.3) 46 (38.7) 0.22
Angiography, >70% stenosis 58 (100) 114 (98.3) 0.48
0 2(34) 0(0) 0.04
1 35(60.3) 60 (51.7) 0.28
2 9(15.5) 28 (24.1) 0.19
3 12 (20.7) 26 (22.4) 0.79
Successful primary PCI 55 (94.8) 106 (91.4) 0.42
LVEE % 48.4+10.6 51.8+9.5 0.03
Laboratory results
Hemoglobin, g/dL 13.4%1.6 13.0+1.6 0.14
eGFR, mL/min/1.73 m* 76.7 +30.6 86.4+31.0 0.05
Total cholesterol, mg/dL 164.8+36.0 175.9+37.3 0.07
Triglycerides, mg/dL 114 (91-158) | 112 (57-144) 0.49

Table 1. Baseline characteristics of primary ventricular fibrillation (PVF) cases and matched controls. Data
are presented as n (%), mean + standard deviation, or median (interquartile range: Q1-Q3). BMI, body mass
index; CABG, coronary artery bypass graft; eGFR, estimated glomerular filtration rate; LVEF, left ventricular
ejection fraction; PCI, percutaneous coronary intervention. P value obtained by ? test, Student’s t test or
Wilcoxon rank sum test, as appropriate.

PUFA include mainly omega-3 (n-3) and omega-6 (n-6) fatty acids. n-3 PUFA, particularly those of marine
origin (eicosapentaenoic acid [C20:5n-3, EPA] and docosahexaenoic acid [C22:6n-3, DHA]), have been shown
to possess an array of cardioprotective effects'’. Regarding n-6 PUFA, in particular linoleic acid (C18:2n-6, LA),
although sustained intake of LA has been mechanistically linked to an increased low-density lipoprotein oxida-
tion and to the transformation to arachidonic acid (C20:4n-6, AA—a precursor of proinflammatory lipid media-
tors), there is increasing evidence of the cardioprotective benefits of LA intake within the range advocated by the
American Heart Association''. Experimental research uncovered a long time ago that replacement of saturated
animal fat in the diet with either LA-rich or n-3-rich oils reduced the incidence and severity of arrhythmias
occurring in ischemia’. However, this notion barely translated into clinical research. We hypothesized that in
patients with ST-elevation myocardial infarction (STEMI), cardiac enrichment in specific fatty acids resulting
from the consumption of fat-rich foods during the weeks prior to the event would influence the vulnerability of
the myocardium to develop PVE. To address this issue, at hospital admission for STEMI, we performed lipid-
omics in 58 patients who developed PVF and in 116 non-PVF controls matched for cardiovascular risk factors,
searching for associations between fatty acid species and incident PVF. Given that routine myocardial biopsy
is not safe in the acute phase of STEMI, we determined fatty acidsin serum phospholipids, the status of which
changes in parallel with heart phospholipids within a wide range of dietary fats'2.

Results

Table 1 provides the participants’ characteristics by study group. Per the study design, we found no differences
in age, sex, smoking status, or prevalence of treated dyslipidemia, diabetes mellitus or hypertension. We neither
observed differences in plasma concentrations of total cholesterol, triglycerides or other known risk factors for
PVF as advanced Killip-Kimball class or anterior infarct location. When comparing serum phospholipids sta-
tus of main fatty acids at hospital admission by study group, significant differences were restricted to LA, with
PVF patients showing a lower compared with matched controls (nominal P value=0.002; false discovery rate
[FDR]-corrected P value =0.027; Table 2 and Fig. 1). When assessing the odds ratios (OR) for the prevalence
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PVF cases | Non-PVF controls
Fatty acid (n=58) (n=116) Nominal P-value | FDR-corrected P-value | Cohen’s d
Cl14:0 3.26+2.09 2.90+2.20 0.151 0.802 -0.17
Cl16:0 29.06+3.62 | 28.55+4.00 0.379 0.802 -0.13
Cl6:1n-7cis 1.48+1.21 1.33+0.92 0.273 0.802 -0.15
C18:0 13.44+3.62 | 12.96+3.06 0.487 0.802 -0.14
C18:1n-9cis 18.87+6.65 | 18.16+7.07 0.418 0.802 -0.10
C18:2n-6 17.08+3.27 | 19.20+4.53 0.002 0.027 0.51
C18:3n-3 0.28+0.18 0.31+0.42 0.513 0.802 0.06
C20:0 0.14+0.08 0.13+0.07 0.605 0.802 -0.11
C20:2n-6 0.29+0.08 0.31+0.09 0.250 0.802 0.19
C20:3n-6 2.56+0.99 2.67+1.11 0.752 0.802 0.10
C20:4n-6 8.62+3.00 8.61+3.35 0.668 0.802 -0.01
C20:5n-3 0.60+0.37 0.56+0.37 0.366 0.802 —-0.09
C22:0 0.10+0.05 0.12+0.13 0.618 0.802 0.14
C22:4n-6 0.31+0.13 0.31+0.12 0.804 0.802 - 0.06
C22:5n-3 0.22+0.09 0.22+0.10 0.610 0.802 —-0.06
C22:5n-6 0.55+0.16 0.54+0.17 0.587 0.802 —-0.02
C22:6n-3 3.14+1.10 3.14+1.23 0.755 0.802 0.00

Table 2. Proportion of fatty acids in serum phospholipids in primary ventricular fibrillation (PVF) cases and
matched controls at hospital admission for STEMI. Data are presented as mean + standard deviation. Nominal
P-values were assessed by Student’s t test, and the Benjamini-Hochberg procedure was applied on nominal
P-values to control the false discovery rate (FDR).
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Figure 1. Serum phosphatidylcholine linoleic acid proportion by diagnosis of ventricular fibrillation.

of PVF associated with this PUFA, the unadjusted model (model 1) showed that each 1-standard deviation
(SD) increase in the proportion of LA was related to a significant reduction (42%) in the prevalence of PVF
(OR, 0.58; 95% confidence intervals [CI], 0.38 to 0.88; P=0.01). The observed association remained essentially
unchanged after the inclusion of confounders (Model 2, OR, 0.58; 95% CI, 0.37 to 0.90; P=0.02). A non-linear
pattern between LA and the odds of PVF was confirmed in an analysis using restricted cubic spline models that
indicated a nadir of risk at 0 SD and decreasing odds of PVF at higher levels of LA (Fig. 2). Finally, the Spearman
correlation coefficients for fatty acid species are shown in Fig. 3. We observed that n-6 PUFA were segregated
in two groups. While >20-carbon species showed strong direct interrelationships (Spearman correlation coef-
ficients ranging from 0.29 to 0.84), LA showed marginal and inverse associations with their longer-chain n-6
counterparts (Spearman correlation coefficient between LA and AA=-0.17).
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Figure 2. Adjusted predictions with the 95% confidence interval for the relationship between standardized
linoleic acid (C18:2n-6) values and the occurrence of primary ventricular fibrillation (PVF). Standardized
C18:2n-6 values were modeled by restricted cubic splines. All predictors were set to their mean values.
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Figure 3. Spearman correlation coefficients in all available fatty acid species in serum phospholipids.
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Discussion

In this case-control, prospective study enrolling a large cohort of STEMI-driven PVF patients and matched
non-PVF STEMI controls, we determined the fatty acid status of serum phospholipids at hospital admission for
STEMLI. These objective lipidomic biomarkers mirror not only dietary intake during the previous weeks, but also
the fatty acid status in inner membranes, including cardiomyocytes. We found that a lower prevalence of PVF
was associated with increasing levels of LA, an essential n-6 fatty acid naturally found in nuts (such as walnuts,
pine nuts, pistachios and almonds) and seed oils (such as canola, corn, safflower, soybean, and sunflower oils).

Our findings are clinically relevant in two ways. First, we provide novel clinical evidence of a modifiable life-
style (dietary) factor that is related to a lower risk of PVE, an endpoint that is a major contributor to short-term
mortality in STEMI survivors. PVF is difficult to predict, and occurs at persistently high rates despite advances
in the era of PPCI. Therefore, identifying any easily accessible and safe strategy to reduce the risk for PVF in
STEMI patients is needed. Second, because LA in serum phospholipids reflects dietary levels of this essential
fatty acid'>"?, we suggest that intake of this n-6 PUFA may protect against PVE This observation was repeat-
edly reported in animal models'' and may be mechanistically explained by changes in membrane cells'* upon
incorporation of dietary LA into the phospholipids, as occurs with other dietary PUFA'?. Notably, because LA
can be transformed into AA, a substrate of many proinflammatory lipid mediators, dietary LA is widely per-
ceived to promote inflammation, contributing to cardiovascular disease. Although LA can be converted to a
few inflammatory and vasoconstrictory lipid mediators'?, there is a growing body of evidence for the potential
cardio-metabolic benefits of LA'®, including a recent landmark study pooling data from 30 prospective cohorts,
which reported that higher in vivo circulating and tissue levels of LA were associated with lower risk of major
cardiovascular events'”. Our data contribute to countering the demand to remove LA from the diet based on its
proposed harmful effects. Indeed, seed oils that used to be rich sources of LA, such as safflower and sunflower oils,
have now been hybridized to substantially remove LA. According to a recent modeling experiment, this shift may
be placing the population (children in particular) at increased risk of a deficiency in essential fatty acids, includ-
ing LA'®. Studies such as ours may help build a firmer evidence base for the benefits of LA, which will hopefully
slow (or even reverse) these well-intentioned but, in our view, misguided efforts to remove LA from the diet.

Interestingly, we failed to find significant associations for marine-derived n-3 fatty acids. Though a large body
of observational evidence exists on the benefits of dietary EPA and DHA against sudden cardiac death, the issue
of whether dietary EPA and DHA may protect against PVF in the setting of STEMI remains unsettled'’, with
randomized controlled trials conducted in patients with chronic myocardial scars wearing implantable cardio-
verter defibrillators who already have a history of ventricular arrhythmia®’~**. Further research is warranted to
clarify effects of dietary n-3 PUFA on PVE.

This study had several limitations. First, its observational nature precludes establishing causality between
circulating LA (or dietary LA intake) and prevention of PVF in the setting of STEMI. Such a link could only
be confirmed by a randomized controlled trial of dietary supplementation with LA before the occurrence of
STEMI—which practically speaking would be challenging to design. Second, we used the fatty acid profile of
serum phospholipids. Although the use of this lipidomic-based objective biomarker of long-term dietary fatty
acid intake circumvents the disadvantages of self-reported dietary data (i.e., food diaries and food frequency
questionnaires), the fatty acid profile of serum phospholipids does not reflect long-term intake as accurately as
the fatty acids in adipose tissue or red blood cells. Third, dietary LA in Mediterranean populations is largely
supplied by nuts and seeds*, which contain many cardioprotective bioactive agents in addition to PUFA*.
Therefore, we cannot rule out the parent foods themselves being the actual protective agent and LA just a marker
of their consumption. Finally, because some potential health-related confounding variables (i.e., socioeconomic
status, education, adherence to Mediterranean diet) were not available, we could not exclude the possibility that
uncaptured environmental factors may have influenced or caused the observed association.

In conclusion, we identified an association of elevated LA in serum phospholipids at the time of STEMI with a
lower risk of PVE. Thus, sustained consumption of sources rich in LA may reduce the risk of ischemia-driven car-
diac arrest. Our results, which concur with experimental data and suggested membrane-based benefits ascribed to
dietary LA, contribute to dispel the notion that the entire n-6 family of fatty acids promote cardiovascular disease.

Methods

Study design and population. The study was a post-hoc, nested case-control study of participants
included in the Ruti-STEMI biomarkers study between February 23, 2011, and January 30, 2016. The study
included prospectively consecutive patients with STEMI in a stable and well-defined geographic area of approxi-
mately 850,000 inhabitants in the northern metro area of Barcelona in Catalonia, Spain, within the Codi IAM
primary percutaneous coronary intervention (PPCI) network. For the current analysis, only patients having a
blood sample available for fatty acid measurement® were considered (n=944).

Cases (n=58) consisted of all individuals diagnosed with PVF during the acute phase of STEMI. Controls
were STEMI patients who did not develop PVF during the first 48 h after symptom onset. They were selected
by matching two controls with each case using the following criteria: age (+ 3 years), sex, smoking status, dys-
lipidemia, diabetes mellitus, and hypertension. A total of 116 controls were matched to cases (Supplementary
Fig. S1).

The STEMI diagnosis was established according to the current universal definition of MI at the time of
the study’, which included chest pain and electrocardiogram showing ST-segment elevation in two or more
contiguous leads (minimum 0.1 mV in the frontal leads and 0.2 mV in the precordial leads) or with new-onset
left bundle branch block®. Baseline demographics and clinical data were recorded during hospital admission.

In our present analysis, patients were classified according to whether they developed PVF in the first 48 h
and included in-hospital (if occurring within hospital facilities before, during, or after PPCI up to 48 h after MI
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diagnosis) and out-of-hospital PVF (within the EMS system) when arriving alive to the hospital. Events beyond
48 h likely include secondary ventricular fibrillation in a dysfunctional myocardium and were not considered
here.

The study was conducted in accordance with the guidelines of the Declaration of Helsinki and was approved
by the local Ethics Committee (The Ethics Committe of the Clinical Investigation of Germans Trias i Pujol Hos-
pital, reference EO-11-061). Patients or their representatives provided written informed consent.

Laboratory measurements. Blood samples were obtained from veno-puncture soon after admission and
within 12 h after symptom onset. Samples were processed in a central laboratory to measure biomarkers. Serum
was stored at — 80 °C until fatty acid analysis. Total serum lipids were extracted with 2 mL of chloroform/
methanol (2:1 v/v). After shaking, the mixture was centrifuged (5 min at 3500 rpm at room temperature), and
the organic phase was transferred to a borosilicate glass tube and evaporated to dryness under N, at 30°C.
Phosphatidylcholine was isolated by solid-phase extraction as described in Burdge et al.. Briefly, dried serum
lipid extract was redissolved in dry chloroform and applied to an aminopropyl silica column (Sep-Pak Vac NH,
cartridges, 100 mg packed silica per 1 mL, Waters) under gravity. After eluting neutral lipid fractions (namely
cholesteryl esters and triglycerides), we collected phosphatidylcholine upon elution with a mixture of dry chlo-
roform and methanol. The fraction was evaporated to dryness under N, at 30 °C, and fatty acids were then
hydrolyzed and methylated by acidified methanol®. Briefly, 1 mL of dry methanol containing H,SO, (2%) was
added to the tube, which was capped and placed into a block heather (50 °C) for 2 h. After cooling, 80 pL of
a solution containing K,CO; and 500 pL of n-hexane were added. The tubes were shaken for 1 min, and then
centrifuged for 5 min at 3500 rpm at room temperature to separate the layers. The hexane layer was transferred
into an automatic injector vial equipped with a glass insert of 300 pL. Fatty acid methyl esters were injected to
an Agilent HP 7890 Gas Chromatograph equipped with a 30 mx0.25 um x 0.25 mm SupraWAX-280 capillary
column (Teknokroma, Barcelona, Spain), an autosampler, and flame ionization detection. Gas-chromatography
was run using an optimized temperature program, as follows: the program started at 50 °C, held for 2 min and
increased to 220 °C at a rate of 4 °C/min. Helium was used as a carrier gas (30 psi, constant pressure mode).
Temperature of injector and detector was 260 °C. The amount of each fatty acid is expressed as a percentage of
the total amount of fatty acids.

Statistical analysis. Summary statistics including counts and percentages are provided for categorical
variables and both means with standard deviations and medians with interquartile ranges are provided for con-
tinuous variables. Categorical variables were compared using the ? test. Continuous variables were compared
using the Students t test or Wilcoxon rank sum test. Differences between PVF cases and matched controls for
log-transformed fatty acids of serum phospholipids (C14:0, C16:0, C16:1n-7cis, C18:0, C18:1n-9cis, C18:2n-6,
C18:3n-3, C20:0, C20:2n-6, C20:3n-6, C20:4n-6, C20:5n-3, C22:0, C22:4n-6, C22:5n-3, C22:5n-6; C22:6n-3)
were assessed by Student’s t test with effect sizes calculated by Cohen’s d-test, and the Benjamini-Hochberg
procedure was applied on nominal P-values to control the FDR”. An FDR-corrected P value of<0.05 was con-
sidered statistically significant. The ORs with confidence intervals CIs for PVF associated to PUFA surviving
the adjustment by the FDR procedure were assessed by conditional logistic regression model. In addition to an
unadjusted model (model 1), a model adjusted for left ventricular ejection fraction, Killip-Kimball class and
anterior infarct location (y/n) was also constructed (Model 2). ORs reflecting a change of one SD in a given fatty
acid and the CIs are reported. Finally, the interrelationship between selected serum phospholipids PUFA was
assessed using the Spearman rank correlation and plotted in heatmap format.

Differences were considered significant if P < 0.05. All analyses were performed in STATA V.13.0 (StataCorp,
College Station, TX) or R Software version 4.0.3%.
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Data described in the article will be made available upon request pending application and approval.
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Circulating virome

and inflammatory proteome

in patients with ST-elevation
myocardial infarction and primary
ventricular fibrillation

Teresa Oliveras®*’*, Elena Revuelta-Lépez?*7, Cosme Garcia-Garcia®>*,

Adriana Cserk6ova??, Ferran Rueda?, Carlos Labata’, Marc Ferrer?, Santiago Montero?,
Nabil EI-Ouaddi?, Maria José Martinez?, Santiago Roura®3*, Carolina Galvez-Montén?3 &
Antoni Bayes-Genis®?356™

Primary ventricular fibrillation (PVF) is a life-threatening complication of ST-segment elevation
myocardial infarction (STEMI). It is unclear what roles viral infection and/or systemic inflammation
may play as underlying triggers of PVF, as a second hit in the context of acute ischaemia. Here we
aimed to evaluate whether the circulating virome and inflammatory proteome were associated

with PVF development in patients with STEMI. Blood samples were obtained from non-PVF and

PVF STEMI patients at the time of primary PCl, and from non-STEMI healthy controls. The virome
profile was analysed using VirCapSeq-VERT (Virome Capture Sequencing Platform for Vertebrate
Viruses), a sequencing platform targeting viral taxa of 342,438 representative sequences, spanning
all virus sequence records. The inflammatory proteome was explored with the Olink inflammation
panel, using the Proximity Extension Assay technology. After analysing all viral taxa known to infect
vertebrates, including humans, we found that non-PVF and PVF patients only significantly differed in
the frequencies of viruses in the Gamma-herpesvirinae and Anelloviridae families. In particular, most
showed a significantly higher relative frequency in non-PVF STEMI controls. Analysis of systemic
inflammation revealed no significant differences between the inflammatory profiles of non-PVF

and PVF STEMI patients. Inflammatory proteins associated with cell adhesion, chemotaxis, cellular
response to cytokine stimulus, and cell activation proteins involved in immune response (IL6, IL8
CXCL-11, CCL-11, MCP3, MCP4, and ENRAGE) were significantly higher in STEMI patients than non-
STEMI controls. CDCP1 and IL18-R1 were significantly higher in PVF patients compared to healthy
subjects, but not compared to non-PVF patients. The circulating virome and systemic inflammation
were not associated with increased risk of PVF development in acute STEMI. Accordingly, novel
strategies are needed to elucidate putative triggers of PVF in the setting of acute ischaemia, in order
to reduce STEMI-driven sudden death burden.

In cases of acute myocardial infarction with ST-segment elevation (STEMI), morbidity and mortality have
substantially decreased following the establishment of regional and national reperfusion networks, and the use
of newer evidence-based drugs". However, ventricular fibrillation (VF) during the acute phase of myocardial
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infarction—also known as primary ventricular fibrillation (PVF)—is still the leading cause of sudden prehos-
pital cardiac death, and is a factor that predicts poor short-term prognosis®*. In this context, numerous studies
have attempted to identify predictors of PVE without significant progresses. It is likely that susceptibility to VF
during acute ischemia might be modulated by several factors, including hemodynamic dysfunction, electrolyte
alterations, autonomic dysregulation, genetic factors, and certain environmental influences.

Particularly, an association between viral infections and acute myocardial infarction (AMI) has been
proposed®. Furthermore other authors have found seasonal variations in sudden cardiac death (SCD)’, typi-
cally with a peak in winter, suggesting that viral exposure is a trigger of VF in patients suffering from acute
ischemia®. However, only influenza virus and some enteroviruses have been investigated for roles in SCD, with
contradictory results™'’. To date, evidence is also scarce and unclear regarding an association between inflam-
matory biomarkers and SCD in an asymptomatic population. For instance, interleukin 6 (IL-6) is reported as a
predictor of sudden death in healthy men'!. Additionally, growth differentiation factor 15 (GDF-15) has been
described as a risk factor for SCD during the acute phase of myocardial infarction'?, and as a predictor of short-
term mortality in patients with PVF". Nevertheless, the association between systemic inflammation at the time
of STEMI and PVF remains unknown.

In the present study, we aimed to conduct a pilot study with two objectives: (1) to examine the circulating
virome sequence, and (2) to explore the systemic inflammatory proteome in patients with STEMI, with and
without PVE

Methods

Patient population. The RUTI-STEMI-PVF cohort is a prospective single-centre registry of consecutive
STEMI patients treated with primary percutaneous coronary intervention (PCI) and within the Codi IAM reper-
fusion network'*'>. STEMI was defined according to the Third Universal Definition of Myocardial Infarction'.
Patient management was decided by the physicians, following recommended guidelines'”'*. Upon admission,
blood samples were obtained by venipuncture and centrifuged, and then heparin-plasma was stored at —80 °C
until assay.

Patients were divided into two groups: those who had suffered PVE, and those who had not (non-PVF). PVF
was defined as ventricular fibrillation occurring <24 h after diagnosis of myocardial infarction, and not preceded
by heart failure or shock.

Blood samples for virome analyses were obtained from non-PVF (n=9) and PVF (n=11) STEMI patients at
the time of primary PCI. The patients had a mean age of 60 + 10 years and were 85% men. Patients with a first
STEMI were selected, matched by sex, age, diabetes, and anterior myocardial infarction. Table 1 shows clinical
and demographic characteristics of the studied groups. The inflammatory proteome was analysed among the
same patients with available samples, PVF and non-PVE as well as in non-STEMI healthy controls (without
history of cardiovascular disease or cancer; mean age, 58.6 1.2 years, 60% men). Written informed consent was
obtained from all patients. The study was approved by the local ethics committee (The Ethics Committee of the
Clinical Investigation of Germans Trias i Pujol Hospital) and was conducted in accordance with the Declaration
of Helsinki.

Nucleic acid extraction. DNA was purified from total blood collected in BD Vacutainer EDTA tubes,
using the FlexiGene DNA Kit (QIAGEN GmbH, Germany). DNA concentration was evaluated using the Qubit
BR Assay Kit (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Integrity was checked by gel electrophoresis.

Molecular assays. We analysed a total of 20 human blood samples, from 9 patients with STEMI and non-
PVE and from 11 patients with STEMI and PVE, using VirCapSeq-VERT (Virome Capture Sequencing Plat-
form for Vertebrate Viruses). VirCapSeq-VERT is a virome capture sequencing platform targeting viral taxa that
infect vertebrates, using a database of 342,438 representative sequences spanning all virus sequence records'’.
When compared with other enrichment procedures, the utilized procedure allows for reduction of background
human DNA, as well as a 100- to 10,000-fold enrichment in viral reads. This system enables the identification
and genetic characterization of all known vertebrate viruses and their genetic variants (the genomes of 207 viral
taxa known to infect vertebrates, including humans). Samples were processed using Illumina HiSeq/NovaSeq.

Bioinformatics data analysis. Bioinformatic data analysis involved the following workflow: identify and
remove host background reads, quality check and trimming, de novo assembly, homology search for putative
viral genomes, mapping of filtered reads and generation of counts, and analysis of viral communities. Kraken
tools were used to remove sequenced human and bacterial reads from among the total sequencing reads gener-
ated for each sample”. A quality check and adapter trimming were performed using the quality control tool
FASTQC?*'. Assembly of the host depleted trimmed reads was performed using SPAdes software”” version 3.15.2.
Generation of the index and the mapping was done using BWA software® version 0.7.17. Amplification dupli-
cates that might confound the count were remove using SAMtools software** version 1.12. Finally, mapping
statistics were generated using the MultiQC tool*.

Epstein—Barr real time PCR and immunoassay. Real time PCR was performed in non-PVF (n=6) and
PVF (n=9) DNA samples by EBV Amplification Reagent Kit (Abbott Molecular, 08N54-085).

IgG-class antibodies to Epstein-Barr virus nuclear antigen (EBV-EBNA-1) were determined in plasma. Non-
PVF (n=94) and PVF (n=82) plasma samples were by Epstein-Barr Virus (EBNA-1) IgG ELISA (Demeditec,
DE4246, lot 109G/K041).
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Variable PVF STEMI (n=11) | non-PVF STEMI (n=9) | P value
Age, years, mean (standard deviation) 59.5(11.7) 60.2 (9) 0.889
Male sex, n (%) 9 (81.8%) 8 (88.9%) 0.579
Medical history, n (%)

Hypertension 5 (45.5%) 6 (66.7%) 0.311
Hyperlipidaemia 6 (54.5%) 7 (77.8%) 0.272
Diabetes mellitus 2 (18.2%) 2(22.2%) 0.625
Current smoker 7 (63.6%) 6 (66.7%) 0.630
Persistent or permanent atrial fibrillation 1(9.1%) 0 0.550
Previous treatment, n (%)

Aspirin 0 1(11.1%) 0.450
Beta-blocker 0 1(11.1%) 0.450
Statin 2 (18.2%) 1(11.1%) 0.579
Angiotensin-converting enzyme inhibitor or angiotensin II receptor blocker | 1 (9.1%) 2(22.2%) 0.421
Clinical characteristics

At least 2 angina episodes in the last 24 h, n (%) 3(27.3%) 1(11.2%) 0.375
Killip-Kimball class, n (%)

1 6 (54.4%) 8 (88.9%)

I 1(9.1%) 1(11.1%)

111 0 0

v 4(36.4%) 0

Killip-Kimball > 1 5 (45.5%) 1(11.1%) 0.119
ECG characteristics

Anterior STEMI, n (%) 7 (63.6%) 4 (44.4%) 0.342
Atrial fibrillation on first ECG, n (%) 3(27.3%) 0 0.145
Echocardiography

LVEF after PCI, %, median (IQR) 42 (40-55) 56 (52-61) 0.003
Culprit lesion, n (%)

Left anterior descending artery 5 (45.5%) 3(33.3%) 0.465
Circumflex artery 0 2(22.2%) 0.189
Right coronary artery 5(45.5%) 4 (44.4%) 0.658
Left main coronary artery 1(9.1%) 0 0.550
Multivessel disease, n (%) 7 (63.6%) 3(33.3%) 0.185
Primary percutaneous coronary intervention, n (%) 10 (90.9%) 9 (100%) 0.550
Complete revascularization, n (%) 5 (45.5%) 5(55.6%) 0.500
Timing of procedure

Symptoms onset to first medical contact, minutes, median (IQR) 18 (10-25) 45 (27-170) 0.053
Symptoms onset to PPCI, minutes, median (IQR) 135 (107-208) 144 (113-261) 0.543
Symptoms onset to PPCI <120 min, n (%) 7 (63.6%) 7 (77.8%) 0.426
Clinical events during hospitalization, n (%)

Recurrent ischemic event 1(9.1%) 0 0.550
Atrial fibrillation or flutter 2(18.2%) 1(11.1%) 0.579
Sustained ventricular tachycardia 1(9.1%) 0 0.550
Post-anoxic encephalopathy 7 (63.6%) 0 0.004
Intrahospital mortality 5 (45.5%) 0 0.030

Table 1. Clinical characteristics of PVF and non-PVF STEMI patients.

Inflammation proteomic analysis. The inflammatory proteomic profiles of non-PVF and PVF patients
were analysed using the Olink Inflammation panel, based on Proximity Extension Assay technology. This mul-
tiplex immunoassay enables analysis of 92 inflammation-related proteins’®*’. Non-PVF patients (n=7), PVF
patients (n=7), and healthy subjects (n=>5) were analysed using the Olink Inflammation panel.

Statistical analysis. Summary data were represented by mean and standard error of the mean (SEM), or
by median and interquartile range (IQR) depending on the data normality. The D’Agostino and Pearson test
was used to evaluate the normality of data. Two-groups comparisons were performed using the unpaired t-test
or Mann Whitney test, and three-groups comparisons were performed using Kruskal-Wallis test or ANOVA,
depending on the data normality. Fisher’s exact test was used when required. Statistical significance was assumed
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when P was <0.05. Statistical analyses were performed using Prism 9 for macOS version 9.0.2 (134) and 9.3.1
(350).

Results

Circulating virome. The virome capture sequencing platform VirCapSeq-VERT was used to target viral
taxa in human blood samples from non-PVF patients (n=9) and PVF patients (n=11). The capture results
were sequenced using Illumina HiSeq/NovaSeq. Human and bacterial reads were removed from the sequencing
files, and the remaining reads ranged from 148-543 k pairs of reads per sample (Supplementary Table 1). Along
all reads and samples, we found good quality per base position. However, we detected a high amount of PCR
duplicates, due to the amplification and enrichment protocol (Supplementary Table 2). We also identified and
removed common sequencing adapters. Details in the statistics regarding the trimming process for each sample
are shown in Supplementary Table 3. The host depleted trimmed reads were assembled using SPAdes software to
generate longer sequences, and for an additional and improved homology search (Supplementary Table 4). All
viral reference genomes available in GenBank NCBI database were used to create a BLAST database, which was
used for the homology search, with the generated assembled host depleted trimmed reads as input. We observed
a total of 51 different genome entries (Table 2).

The identified genome entries were then used to create an alignment index, to map the reads corresponding
to their exact position in the reference genomes. Nearly half of the reads did not map to retrieved viral sequences,
likely because the host depleted reads may have contained archaea, yeast, or unclassified taxon reads. These
results correspond with the low number of reads identified as viral (Supplementary Table 1). Supplementary
Tables 5 and 6 summarize the length of each reference sequence, and the percent of base pairs covered (%), in
non-PVF and PVF patients. Six genome entries found in the homology search did not generate reads mapping,
since the better sensitivity of the mapping enabled more confident placing of a read compared to with BLAST.

Alpha diversity. We further assessed alpha diversity to determine the diversity and to enable comparisons
of the type and quantity of virus species between non-PVF and PVF patients. Alpha diversity is a statistic used in
this kind of sample, in which reads reflect the abundance of each of the identified operational taxonomical units
(OTUs). Richness and diversity are alpha diversity metrics.

As a result, species richness did not significantly differ between non-PVF patients and PVF patients
(26.44+2.69 vs. 20.45+2.39; P=0.112) (Fig. 1A). PVF and non-PVF patients also did not significantly differ in
other richness indexes, such as the Chaol Richness Estimate (28.23+2.63 vs. 21.93+2.54; P=0.105) (Fig. 1B)
and Abundance Coverage Estimator (ACE) index (29.02 +2.69 vs. 22.00 +2.44; P=0.069) (Fig. 1C). We also
used a simple linear regression model to explore whether the species richness correlated with the number of
raw read pairs sequenced. We identified a slight correlation between the number of raw read pairs sequenced
and the observed richness (R*=0.14; P=0.099) (Fig. 1D), Chaol (R*=0.13; P=0.113) (Fig. 1E), and ACE index
(R?=0.20; P=0.049) (Fig. 1F). Concerning the species diversity, we found no significant differences between non-
PVF and PVF patients using Shannon’s Diversity Index (0.614 +0.044 vs. 0.552+0.018; P=0.252) (Fig. 2A), the
Simpson Index (0.239+0.019 vs. 0.212 +0.006; P=0.456) (Fig. 2B), or the Inverse Simpson Index (1.322+0.036
vs. 1.271£0.011; P=0.423) (Fig. 2C).

Frequent sequences. In addition, due to species richness of viruses did not significantly differ between
non-PVF and PVF patients, we explored whether specific virus families were differentially expressed. Supple-
mentary Table 7 summarizes the top 10 OTUs. The predominant OTU was Human endogenous retrovirus K113
(NC_022518.1) (Fig. 3A), and its frequency did not significantly differ between non-PVF and PVF patients
(0.869+0.012 vs. 0.885+0.004; P=0.381).

Among the most frequent OTUs, the genus most commonly found was Lymphocryptovirus (Fig. 3A), belong-
ing to the Herpesviridae family. In particular, we detected the complete genomes of three viruses of this family—
NC_007605.1, NC_009334.1, and NC006146.1—corresponding to Human gammaherpesvirus 4 (Epstein-Barr
virus), Human herpesvirus 4 type 2 (Epstein-Barr virus type 2), and Macacine gammaherpesvirus 4 (Rhesus
lymphocryptovirus), respectively (Table 2).

Non-PVF and PVF patients only significantly differed in the frequencies of Human herpesvirus 4 type 2 and
Macacine gammaherpesvirus 4. As shown in Fig. 4A, Human herpesvirus 4 type 2 (NC_009334.1) was significantly
more common in non-PVF patients than in PVF patients (0.0011 +0.000 vs. 0.0004 +0.000; P=0.042), while
Macacine gammaherpesvirus 4 (NC_006146.1) was significantly less frequent in non-PVF patients than in PVF
patients (0.009 £0.000 vs. 0.011 +0.000; P=0.024) (Fig. 4B). Non-PVF and PVF patients did not significantly dif-
fer in the frequency of Human gammaherpesvirus 4 (NC_007605.1) (0.0045 +0.000 vs. 0.0042 +0.000; P=0.939)
(Fig. 4C). Human gammaherpesvirus 4 (NC_007605.1) results were also validated by RT-PCR and ELISA.

Human gammaherpesvirus 4 (NC_007605.1) viral load of 15 patients was evaluated by RT-PCR. Viral load
was detected in 13 patients and no significant differences were observed between non-PVF and PVF patients
(2147 +887.2 vs. 1113+683.6 Ul/mL; P=0.731) (Fig. 5A).

IgG-class antibodies to Epstein-Barr nuclear antigen were detected in 94.8% of the analyzed population.
Similar to the non-significant differences found in Human gammaherpesvirus 4 (NC_007605.1) frequencies
between non-PVF and PVF patients by sequencing, IgG-class antibody detection levels did not significantly
differ between non-PVF and PVF patients (31.42+1.121 vs. 33.40+ 1.125 Units; P=0.196) (Fig. 5B).

Supplementary Table 8 details the relative frequencies of the rest of the identified OTUs. Among the less
common OTUs, the Alphatorquevirus genus (Fig. 3B), belonging to the Anelloviridae family, was most promi-
nently represented, as we identified the complete genome or specific genes of up to 27 Torque teno virus, also
referred to as transfusion transmitted viruses or TTVs. PVF and non-PVF patients showed significantly different
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NucGenbank | Name RefSeq taxID Family Genus Species

NC_043061.1 Equid gammaherpesvirus 7 GCF_002814995.1 | 291612 | Herpesviridae | Gammaherpesvirinae_unclassified | Equid gammaherpesvirus 7
NC_007605.1 Human gammaherpesvirus 4 GCF_002402265.1 10376 | Herpesviridae | Lymphocryptovirus Human gammaherpesvirus 4
NC_009334.1 Human gammaherpesvirus 4 GCF_000872045.1 12509 | Herpesviridae | Lymphocryptovirus Human gammaherpesvirus 4
NC_006146.1 Macacine gammaherpesvirus 4 GCF_000846585.1 45455 | Herpesviridae | Lymphocryptovirus Macacine gammaherpesvirus 4
NC_038859.1 Panine gammaherpesvirus 1 GCF_002985915.1 159602 | Herpesviridae | Lymphocryptovirus Panine gammaherpesvirus 1
NC_043058.1 Papiine gammaherpesvirus 1 GCF_002814855.1 106332 | Herpesviridae | Lymphocryptovirus Papiine gammaherpesvirus 1
NC_038860.1 Pongine gammaherpesvirus 2 GCF_002985945.1 159603 | Herpesviridae | Lymphocryptovirus Pongine gammaherpesvirus 2
NC_015049.1 Cricetid gammaherpesvirus 2 GCF_000892215.1 | 1605972 | Herpesviridae | Rhadinovirus Cricetid gammaherpesvirus 2
NC_009333.1 Human gammaherpesvirus 8 GCF_000838265.1 37296 | Herpesviridae | Rhadinovirus Human gammaherpesvirus 8
NC_001716.2 Human betaherpesvirus 7 GCF_000848125.1 10372 | Herpesviridae | Roseolovirus Human betaherpesvirus 7
NC_007822.1 Escherichia virus WA45 GCF_002618845.1 338105 | Microviridae Alphatrevirus Escherichia virus WA45
NC_007856.1 Escherichia virus G4 GCF_000867085.1 489829 | Microviridae Gequatrovirus Escherichia virus G4
NC_007825.1 | Escherichia virus ID52 GCF_002614425.1 | 338108 | Microviridae | Gequatrovirus ﬁﬁca};rfgslg virus ID52 Escherichia
NC_007817.1 | Escherichia virus Talmos GCF_000864545.1 | 511969 | Microviridae | Gequatrovirus f}fg‘gﬁgggs‘;‘;zo?jﬁ%j;gg?
NC_001420.2 Coliphage GCF_000840785.1 10843 | Microviridae | Gequatrovirus Escherichia virus G4
NC_001422.1 Escherichia virus phiX174 GCF_000819615.1 10847 | Microviridae Sinsheimervirus Escherichia virus phiX174
NC_022518.1 E;T;an endogenous retrovirus GCF_000913595.1 166122 | Retroviridae Human endogenous retroviruses Human endogenous retrovirus K
NC_032111.1 BeAn 58058 virus GCF_001907825.1 67082 | Poxviridae Chordopoxvirinae_unclassified BeAn 58058 virus
NC_008168.1 g};;’riz“’"e“m fumiferana granu- | GoR 000869805.1 | 56947 | Baculoviridae | Betabaculovirus Sv‘;’rﬂz‘““e“ra fumiferana granu-
NC_026663.1 Simian Torque teno virus 30 GCF_000959655.1 | 1619218 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Simian Torque teno virus 30
NC_026662.1 Simian Torque teno virus 31 GCF_000954935.1 | 1619219 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Simian Torque teno virus 31
NC_026664.1 Simian Torque teno virus 32 GCF_000959695.1 | 1619220 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Simian Torque teno virus 32
NC_026764.1 Simian Torque teno virus 33 GCF_000969135.1 | 1629656 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Simian Torque teno virus 33
NC_026765.1 Simian Torque teno virus 34 GCF_000969075.1 | 1629657 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Simian torque teno virus 34
NC_015783.1 Torque teno virus GCF_000893775.1 68887 | Anelloviridae | Alphatorquevirus_unclassified Torque teno virus
NC_002076.2 | Torque teno virus 1 GCF_000857545.1 | 687340 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 1
NC_014076.1 Torque teno virus 10 GCF_000887255.1 687349 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 10
NC_038338.1 Torque teno virus 11 GCF_002818275.1 | 687350 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 11
NC_014075.1 Torque teno virus 12 GCF_000889775.1 | 687351 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 12
NC_038339.1 Torque teno virus 13 GCF_002818305.1 687352 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 13
NC_014096.1 | Torque teno virus 15 GCF_000889875.1 | 687354 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 15
NC_014091.1 Torque teno virus 16 GCF_000889855.1 | 687355 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 16
NC_043413.1 Torque teno virus 17 GCF_002986165.1 687356 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 17
NC_014078.1 | Torque teno virus 19 GCF_000888235.1 | 687358 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 19
NC_038340.1 Torque teno virus 20 GCF_002818335.1 | 687359 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 20
NC_038341.1 Torque teno virus 21 GCF_002818355.1 687360 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 21
NC_043415.1 | Torque teno virus 22 GCF_002986205.1 | 687361 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 22
NC_038342.1 Torque teno virus 23 GCF_002818385.1 687362 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 23
NC_038343.1 Torque teno virus 24 GCF_002818405.1 687363 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 24
NC_014079.1 | Torque teno virus 26 GCF_000889795.1 | 687365 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 26
NC_014074.1 Torque teno virus 27 GCF_000888215.1 687366 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 27
NC_014073.1 | Torque teno virus 28 GCF_000888895.1 | 687367 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 28
NC_038344.1 | Torque teno virus 29 GCF_002818425.1 | 687368 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 29
NC_014081.1 Torque teno virus 3 GCF_000888935.1 687342 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 3
NC_014069.1 | Torque teno virus 4 GCF_000886355.1 | 687343 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 4
NC_038336.1 | Torque teno virus 5 GCF_002818195.1 | 687344 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 5
NC_014094.1 Torque teno virus 6 GCF_000888995.1 687345 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 6
NC_014080.1 | Torque teno virus 7 GCF_000887275.1 | 687346 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 7
NC_014084.1 | Torque teno virus 8 GCF_000887295.1 | 687347 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 8
NC_038337.1 Torque teno virus 9 GCF_002818245.1 687348 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 9
NC_043414.1 | Torque tenovirus 18 GCF_002986195.1 | 687357 | Anelloviridae | Alphatorquevirus Torque teno virus 18

Table 2. Taxonomic information of the sequence identified.
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Figure 1. Species richness alpha diversity. (A-C) Species richness represented by the following metrics: (A)
Observed richness values, (B) Chaol Richness Estimate (Chaol), and (C) Abundance Coverage Estimator
(ACE). (D-F) Simple linear regression model between the number of sequenced raw read pairs and (D)
observed richness, (E) Chao 1, and (F) ACE.

Scientific Reports|  (2022)12:7910 | https://doi.org/10.1038/541598-022-12075-x nature portfolio



www.nature.com/scientificreports/

Species Diversity

Shannon Simpson InvSimpson

ns ns ns

=)
>
1
-—
o
1

o
w
1

Species Diversity
=} =}
- [N
1 1
(]
(1)
L]
® o
L]
Species Diversity
=
1
- -
L ]

0 .

<
=)

I 1-1 I

non-PVF PVF non-PVF PVF non-PVF PVF

Alphatorquevirus

ci

Human endogens

Alphatrevirus
Botabaculovirus
hordopoxvirinae

Gequatrovirus

ous retroviruses

Lymphocryptovirus

Rhadinovirus
Roseolovirus

Sinsheimervirus

o CJRNIRAY P ‘) & & &
o8 809001 0 I IS DN P

A A 1 28 e a8 a8 8 1 P
PR ST a

Figure 2. Species diversity alpha diversity. Species diversity represented by (A) Shannon’s Diversity Index, (B)
the Simpson Index, and (C) the Inverse Simpson Index.
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Figure 3. Heatmap representations of (A) the most frequent OTUs at genus level normalized by Human
endogenous retrovirus K113 (NC_022518.1) frequency and (B) the frequencies of the 27 Torque teno virus
identified. Prism 9 for macOS version 9.3.1 (350).

frequencies of Torque teno virus 18 (NC_043414.1) and Torque teno virus 8 (NC_014084.1). The relative frequency
of Torque teno virus 18 was significantly higher in non-PVF patients than in PVF patients (0.00058 +0.0002 vs.
0.00013 +0.00006; P=0.0297) (Fig. 4D). Similarly, the relative frequency of Torque teno virus 8 was significantly
increased in non-PVF patients compared to PVF patients (0.00038+0.00011 vs. 0.00004 + 0.00003; P=0.0097)
(Fig. 4E).

Systemic inflammation. The inflammatory proteomic profile was analysed using the Olink Inflammation
panel (Supplementary Table 9). Our results did not show that PVF and non-PVF patients significantly differed
in any of the analysed inflammatory-related proteins (Table 3). Indeed, 53 of the 92 analysed proteins showed
no differences between any of the studied groups (Supplementary Figs. 1, 2, 3 and 4). On the other hand, 16 of
the 92 proteins significantly differed between healthy subjects versus both non-PVF and PVF patients (Sup-
plementary Fig. 5). No differences were found between non-PVF and PVF patients; however, some proteins
significantly differed between the healthy control group and one of the AMI groups. Compared to healthy sub-
jects, PVF patients showed significantly higher circulating levels of CUB domain containing protein 1 (CDCP1)
(P=0.0364) (Fig. 6A) and Interleukin-18 receptor 1 (IL18-R1) (P=0.0488) (Fig. 6B).

Monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1), C-C motif chemokine 4 (CCL4), Tumor necrosis factor recep-
tor superfamily member 9 (TNFRSF-9), Interleukin-10 (IL-10), Chemokine (C-C motif) ligand 19 (CCL19),
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Figure 5. (A) Epstein-Barr viral load (UI/mL) and (B) IgG-class antibodies to Epstein-Barr nuclear antigen
levels (units) in non-PVF patients and PVF patients.
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Control non-PVF PVF Control non-PVF PVF
CDCP1 4.69+0.60 7.15+0.80 8.79+1.34 | ILI0RB 68.41+7.43 84.77+9.01 78.31+3.71
IL8 26.30+£3.36 99.22+11.69 109.1+13.94 | IL18R1 245.7+21.28 373.5+20.01 |413.8+63.71
VEGFA 1898 +£239.40 2239+171.1 1861+151.1 | PDL1 41.86+6.62 47.13+3.89 38.75+2.48
CDSA 832.40+265.80 451.2+66.89 598.6+115.5 | CXCL5 1919+742 3756+1186 3857+908
MCP3 3.58+0.31 21.31+3.18 15.01+2.01 TRANCE 22.83+3.92 10.97+0.73 8.79+0.72
GDNF 4.11+0.38 1.86+0.37 1.76+0.28 HGF 296.5+41.88 |231.7+12.98 | 677.4+203.2
CD244 68.93+6.30 62.25+12.45 63.34+2.81 IL12B 54.03+5.58 54.54+12.94 | 48.14+10.19
IL7 3.06+0.57 1.87+0.17 1.94+0.15 MMP10 442.6+112.3 | 931.2+153.9 | 799.8+171.6
OPG 1148 +80.38 1271+92.98 1496 +275.6 | IL10 10.95+1.33 23.48+3.89 18.34+1.14
LAP TGFbetal 65.40+7.80 90.92+15.1 80.97+9.54 TNF 5.43+0.45 5.93+1.02 5.99+1.33
uPA 961.70+93.32 698.3+63.69 748.3+78.62 | CCL23 1286 +82.81 1829+218.6 | 2080+331.8
IL6 3.48+0.58 34.48+3.13 37.08+10.22 | CD5 41.45+3.77 46.65+3.28 39.92+1.75
IL17C 6.25+1.17 7.56+2.41 10.96 +4.86 CCL3 36.42+3.64 66.64+11.59 51.1+6.46
MCP1 2521+157.20 6408 £1724 3771+581.9 | FIt3L 555.4+52.14 |286.4+35.88 |247.6+21.49
IL17A 3.72+1.34 2.74+0.51 2.304+0.39 CXCL6 284.6+86.37 |430.2+38.51 489+35.34
CXCLI11 164.7 +25.89 911.2+93.37 866.3+66.89 | CXCL10 791+£187.2 | 469.4%58.07 |420.7+65.33
AXIN1 35.7+7.77 8.99+2.74 5.37+0.98 | 4EBP1 632.1+150.8 131.6+43.74 | 404.7+174.6
TRAIL 202+20.69 106.1+13.91 95.39+9.25 SIRT2 44.72+17.29 |24.32+6.24 15.30+3.48
CXCL9 93.99+7.32 162.3+24.21 171.5+24.54 | CCL28 3.89+0.36 3.09+0.303 |3.019£0.25
CST5 90.25+17.83 129.6+31.99 102.3+18.42 | DNER 388.9+13.48 |366.5+25.61 |381.9+15.06
OSM 30.11+5.66 19.79+1.96 17.74+2.78 ENRAGE 4.96+0.51 18.07 +1.46 18.13+4.77
CXCL1 863.6+315.90 1056 £226.7 1137+£113.3 | CD40 3126+361.80 | 3528+701.7 | 2548+164.3
CCL4 46.48+4.90 83.61+10.38 66.94+8.35 IFNgamma | 112.3+21 48.86+12.09 | 70.59+25.32
CD6 60.99+6.57 43.34+5.53 49.95+6.49 FGF19 609.4+118.1 513.3+£105.1 |290.2+52.22
SCF 640.10+73.65 664.8+111.8 612.4+78.06 | LIF 0.96+0 1.29+0.16 1.29+0.09
IL18 447.7 +£65.92 489.1+62.24 422.8+30.51 | MCP2 349.9+47.23 |298.5+37.01 |3753+51.28
SLAMF1 3.81+0.50 4.54+0.57 3.5+0.25 CASP8 4.97+0.71 7.09+1.28 5.89+0.36
TGFalpha 6.19+0.44 7.83+0.77 7.92+1.41 CCL25 86.89+6.94 63.32+5.83 77.15+11.5
MCP4 16,253 +3264 81,152+19,819 | 50,896+3428 | CX3CL1 14.37+2.56 26.04+3.69 22.64+2.91
CCL11 230.40£24.26 481.4+33.95 381.5+24.58 | TNFRSF9 81.7+7.30 138.1+16.04 | 90.95+6.88
TNFSF14 19.30+2.67 28.12+7.01 21.84+3.30 |NT3 4.14+0.33 1.51+0.02 2.10+0.32
FGF23 3.12+0.16 3.61+0.51 3.58+0.49 | TWEAK 459.6+22.5 313.9+14.53 | 265.8+30.13
FGF5 1.86+0.06 1.74+0.07 1.70+0.11 CCL20 220.4+57.35 |328.5+72.55 |214.7+49.73
MMP1 12,364 +2748 16,107 +3805 16,403 +5581 | ST1Al 8.048+2.26 17.51+4.81 6.23+1.07
LIFR 13.83+1.64 18.22+1.59 17.35£0.96 | STAMBP 74.1+£29.24 |31.81+8.30 23.75+4.36
FGF21 59.42+18.94 60.01+13.57 153.9+55.97 | ADA 46.35+7.53 37.58+2.41 38.06+6.38
CCL19 660.8 123 188.4+25.76 387.9+93.94 | TNFB 222+1.57 14.86+2.21 12.72+1.56
IL15RA 2.02+0.11 2.19+0.25 2.02+0.14 | CSF1 1009 +106.9 1506 +86.57 1404 +81.83

Table 3. Inflammatory-related protein values in healthy subjects and non-PVF and PVF patients.

and Neurotrophin-3 (NT-3) each showed a different expression profile between healthy subjects and non-PVF
patients, but did not exhibit significant differences when compared with PVF patients. MCP1 (P=0.0221)
(Fig. 6C), CCL4 (P=0.0281) (Fig. 6D), IL-10 (P=0.0279) (Fig. 6E), and TNFRSF-9 (P=0.0499) (Fig. 6F) levels
were significantly promoted in non-PVF patients in comparison with the control groups. Conversely, NT-3
(P=0.0092) (Fig. 6G) and CCL19 (P=0.0093) (Fig. 6H) levels were significantly lower in non-PVF patients
compared with in healthy subjects.

Discussion

Primary ventricular fibrillation (PVF) is among the leading causes of prehospital sudden cardiac death. It is pres-
ently unknown what factors increase the probability of PVF development during acute ischemia, complicating
the identification of PVF predictors. We thus aimed to evaluate possible PVF predictors or triggers, including
the complete DNA virome and the inflammatory proteome in PPCI-treated STEMI patients.

A growing number of viruses have been determined to be associated with inflammatory cardiomyopathy. Pre-
vious data suggest that viral exposure could increase PVF susceptibility, although this has not been conclusively
proven. In this context, Andréoletti et al. identified coxsackievirus B infection in post-mortem endomyocardial
tissue of patients who died suddenly due to AMI'’. Additionally, the AGNES (Arrhythmia Genetics in the NEth-
erlandS) study showed that PVF during first STEMI was most significantly associated with SNP rs2824292 at
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Figure 6. Protein levels (pg/mL) of (A) CUB domain containing protein 1 (CDCP1), (B) Interleukin-18
receptor 1 (IL18-R1), (C) Monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1), (D) C-C motif chemokine 4 (CCL4),

(E) Interleukin 10 (IL-10), (F) Tumor necrosis factor receptor superfamily member 9 (TNFRSE-9), (G)
Neurotrophin-3 (NT-3), and (H) C-C motif chemokine 19 (CCL19) in healthy subjects, non-PVF patients, and
PVF patients. *P<0.05; **P<0.01.

chromosome 21q21, where the CXADR gene is found. CXADR encodes the coxsackie and adenovirus receptor
protein, which has been implicated in myocarditis®®, dilated cardiomyopathy?®, and ventricular conduction and
arrhythmia vulnerability”’. However, this association was not replicated in at least two additional studies™'.
Extreme influenza epidemics are also reportedly associated with out-of-hospital cardiac arrest®. However, no
other relationships have been found between PVF occurrence and enterovirus or influenza exposure’.

The present pilot study is the first to include a circulating virome analysis of all DNA viruses that infect verte-
brates. Our findings indicate that non-PVF and PVF patients significantly differed only in the levels of Macacine
gammaherpesvirus 4 (Rhesus lymphocryptovirus), Human herpesvirus 4 type 2 (Epstein-Barr virus type 2), and
Torque teno viruses 8 and 18 (transfusion transmitted viruses).

Gamma-herpesvirinae family viruses are lymphotropic viruses that infect lymphoid cells. Epstein-Barr
virus (EBV) is a highly ubiquitous herpesvirus which asymptomatically infect over 90% of the population®.
Once infected, EBV persists in B-cells for life and could be reactivated in immunosuppression cases®. In terms
of the heart, EBV reportedly induces severe infection of T-cells in the myocardium of patients with ongoing
myopericarditis®*>**, as well as in abdominal or coronary aneurysms®>*’. EBV infection may also influence the
development of atherosclerosis®. Here we identified EBV (Human gammaherpesvirus 4) and EBV type 2 (Human
herpesvirus 4 type 2). The relative frequency of EBV did not significantly differ between non-PVF and PVF
patients. Along this line, we did not find significant differences in the viral load or in the IgG-class antibodies
to EBV between non-PVF and PVF patients measured by RT-PCR and ELISA, respectively. On the other hand,
the EBV type 2 frequency was significantly higher in non-PVF patients than in PVF patients, and is thus not a
risk factor for second-hit ischaemia-driven cardiac arrest. Any of the patients analysed took immunosuppressive
treatment or had any malignancy.

Furthermore, Torque teno viruses (TTVs) are small DNA viruses that have been detected in many mamma-
lian hosts, and whose prevalence in humans is >90%%. It is not clear that TTVs act as primary pathogens, and
it appears that TTVs usually establish chronic infections without causing pathology. It has been suggested that
TTVs could be used as markers of viral environmental contamination, since TT Vs are potential contaminants
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in water sources’’ and hospitals*!, including in the blood supply*. This may explain why we detected 27 species
of TTVs in the presented study. Remarkably, among 20 human samples, only 1 tested negative for all detected
TTV species. Although they are not among the 10 most frequent relative entries, TTV-8 and TTV-18 were the
most frequently detected TTVs, and their frequencies significantly differed between non-PVF and PVF patients.
However, the relative frequencies of TTV-8 and TTV-18 were significantly higher in non-PVF patients than in
PVF patients, and thus do not provide information to predict sudden cardiac arrest. Takeuchi et al. detected
one TTV sequence read in a patient with acute myocarditis, but could not establish it as a potential pathogen
of myocarditis*’. Both our results and Takeuchi’s findings support the widespread idea that TTVs are unlikely
to act as primary pathogens.

The second objective of this study was to examine the systemic inflammatory response, which is known to
play important roles in the pathophysiology of acute coronary syndrome and atherosclerosis. Notably, in recent
years, its involvement in SCD has also been studied, although attempts to find predictive biomarkers have yielded
inconclusive results*. The Physicians’ Health Study showed that C-reactive protein (CRP) levels are an independ-
ent risk factor for SCD (OR, 2.78; 95% CI, 1.35-5.72)*. In contrast, the Nurses’ Health Study did not confirm
any significant correlation between SCD and highly sensitive CRP*. Among healthy European middle-aged men
who participated in the PRIME Study, higher IL-6 was a strong predictor of sudden death, with an OR of 3.06
(95% CI, 1.20-7.81)"", but CRP was not shown to predict SCD, as in the Nurses’ Health Study. Furthermore, our
group identified growth differentiation factor 15 (GDF-15) as a predictor of mortality and CV morbidity"’, and
Andersson et al. detected GDF-15 as a risk factor for sudden cardiac death in the acute phase of MI, with an OR
of 1.47 (95% CI, 1.11-1.95)'%,

Our analyses revealed no significant differences between non-PVF and PVF patients for any of the analysed
inflammatory-related proteins. We did identify differential protein expression between healthy subjects and
STEMI patients (including both non-PVF and PVF patients) (Supplementary Fig. 5). Compared to healthy
subjects, STEMI patients showed significantly higher levels of inflammatory proteins related to cell adhesion,
chemotaxis, and cellular response to cytokine stimulus, and cell activation proteins involved in immune response,
such as IL-6, IL-8 CXCL11, CCL11, MCP3, MCP4, and ENRAGE. The roles of IL-6 and IL-8 in AMI have been
previously described*®*. CCL11 has potent eosinophil chemoattractant activity, and is expressed by cardiac
macrophages®’. Here we found that CCL11 levels were increased in STEMI patients compared to healthy subjects,
thus confirming the previously observed association between CCL11 and myocardial infarction®*2. MCP-3 plays
an important role in cell recruitment to inflammatory sites, specifically, it has been described that MCP-3 recruits
mesenchymal stem cells and improved cardiac remodeling™. Mao et al., found that MCP-3 levels were decreased
in patients with cardiac remodeling after AMI compared to MI and control groups; in addition, MCP-3 values
were not differential between MI and healthy subjects™. These results do not agree with what was found in our
pilot study, so delving into the role that MCP-3 plays in STEMI patients would be interesting.

Although no differences were found between non-PVF and PVF patients, some proteins significantly differed
between the healthy control group and one of the STEMI groups. For example, CDCP1 and IL18-R1 were signifi-
cantly higher in PVF patients than in healthy subjects. Shia et al. conducted genome-wide association analyses,
and identified variations in the DNA sequence that affect the expression of 3p21.31 (CDCP1), which were associ-
ated with myocardial infarction®. Those authors did not specify whether the patients had PVE. In the other hand,
Ponasenko et al. also found that a polymorphic variant of ILI8R1 was associated with an increased risk of MI
in CAD patients with coronary artery disease’®. Based on our results, it would be interesting to further examine
into the studies related to CDCP1 or IL18-R1 and PVF. In contrast, MCP-1, CCL4, TNFRSF-9, and NT-3 showed
different expression profiles in healthy subjects compared to non-FVP patients, but not compared with FVP
patients. The association of some of them with cardiovascular disorders has already been previously described
by other authors. MCP-1, which recruit circulating monocytes, plays a major role in the immunologic profile
of ischaemia/reperfusion injury in the heart’’; CCL4 is directly involved in the atheroma plaque stabilization®*;
and elevated NT-3 plasma levels are associated with an increased risk atrial fibrillation recurrence®”. However,
there remains a need to elucidate potential key roles of these proteins in inflammatory process development in
AMI; and they do not seem to be involved in PVE

This study has several limitations. It was a pilot study with a limited sample size. Despite comprehensive
examination of both the virome and the proteome, we did not identify any clear trend. The VirCapSeq-VERT
panel can capture both DNA and RNA viruses; however, due to the storage conditions and available blood mate-
rial, we cannot fully exclude the presence of undetected RNA viruses. In addition, we have not been able to make
the correlation between the OTUs and the inflammatory protein levels because, although the population is the
same, some samples were used to the virome screening study and others to the inflammation analyses. Lastly,
to confirm the presence of a viral genome within the myocardium during the acute phase of STEMI, we would
need to perform endomyocardial biopsies, which is ethically unacceptable.

In conclusion, our observations revealed no clear trend in associations between the circulating virome or
inflammatory proteome and PVF in STEMI. Hence, there remains a critical need for new strategies to better
elucidate the possible triggers of PVE, and to identify individuals at high risk of SCD.

Data availability
The datasets generated during and/or analysed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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Aquesta tesi doctoral es basa en el compendi de les 4 publicacions presentades, amb les
quals s'intenta respondre els objectius plantejats en relacié a I'estudi de la FVP, concretament
I'analisi de la seva evolucié als llarg dels Ultims anys i del seu pronostic actual, aixi com de possibles

factors predictors de cara a intentar millorar-ne la prevencio.

Tenint en compte els resultats de la primera publicacio, podem confirmar que la mortalitat
del IAMEST ha disminuit notablement durant les Ultimes 3 decades al nostre medi gracies als nous
avencos terapeutics, coincidint amb l'evidencia ja descrita’'*. Concretament hem analitzat una
cohort de 7589 pacients ingressats per IAMEST des del 1989 fins al 2017, identificant una reduccié
del 40% de la letalitat a 28 dies, aixi com una reduccié del 25% de la mortalitata 1 any, al llarg de les
Ultimes 3 déecades. De la mateixa manera, la prevalenca de la majoria de les principals complicacions
de I'lAMEST ha disminuit un 50% aproximadament durant els Ultims anys, exceptuant de forma
més remarcable la prevalenca de la FVP que segueix mantenint-se estable al voltant del 7%, la qual

cosa suposa un repte terapeutic encara no resolt.

Amb la idea de determinar el pronostic actual de la FVP a Catalunya, es presenta la segona
publicaci6. Es tracta del registre contemporani més gran de pacientsamb FVP al'era de I'angioplastia
primaria com a tractament d’eleccié del IAMEST, el qual inclou 10.965 pacients atesos per la xarxa
del Codi IAM des del 2010 fins al 2014. La prevalenca de FV dins les primeres 24 hores d'evolucié
del IAMEST va resultar del 8.7%, essent pre-hospitalaria en un 75% dels casos. Els pacients amb
FVP van tenir uns temps de dolor-reperfusié més curts, perd van presentar més complicacions
arritmiques a la fase aguda i una major letalitat intrahospitalaria dins les primeres 24 hores (5.1%
vs 1.1%, p<0.001). Aquesta letalitat preco¢ va ser més acusada en el subgrup de pacients amb
FVP intrahospitalaria respecte a la prehospitalaria (11% vs 3%, p<0.001). La letalitat als 30 dies va
resultar major als pacients amb FVP (18.5% vs 4.7%, p<0.001), i d'entre els supervivents a aquest
primer mes, la mortalitat a 1 any dels pacients amb FVP també va ser major (5.8% vs 3.3%, p<0.001).
L'analisi multivariada va mostrar com a predictors independents de FVP I'edat jove, el sexe masculi,
I'infart anterior, la fibril-lacié auricular, la taquicardia ventricular i la classificacié Killip-Kimball > 1,
mentre que la diabetis va resultar un factor protector. D'entre els supervivents als 30 primers dies

d'un IAMEST, els pacients que havien presentat FVP a la fase aguda van tenir quasi un 60% més de



mortalitat a 1 any en comparacié amb els que no van presentar aquesta arritmia a la fase aguda
(HR 1.59, IC 95% 1.13-2.24, p=0.008), després d'ajustar-ho per I'edat, el sexe, l'infart anterior, la
fibril-laci6 auricular i la classificacio Killip-Kimball. De fet, fins i tot excloent els pacients amb Killip-
Kimball IV en una analisi de sensibilitat, la FVP va seguir resultant un predictor independent de
mortalitata 1 any (HR 2.91, IC 95% 2.31-3.67). A més, a I'analisi de subgrups es va seguir veient tant
una major letalitat a 30 dies com mortalitat a 1 any en els pacients amb FVP en tots els subgrups
(edat < 0 > 65 anys, sexe, diabetis, Killip < o > I, malaltia multivas, infart previ, infart anterior), tot i
qgue de forma especialment significativa entre els menors a 65 anys. Aixi doncs, aquest és el primer
estudi que demostra una major mortalitat a mig termini entre els supervivents a un IAMEST tractat
amb ACTPP i que presenten FVP, si bé aquest resultat cal interpretar-lo amb cautela aixi com

validar-lo en altres poblacions grans de IAMEST.

Latercerapublicacié preténaprofundiren el coneixementsobre els possibles factors predictors
de la FVP, concretament a nivell dietétic, partint de la idea que I'enriquiment de les membranes
dels cardiomiodcits amb acids grassos poliinsaturats pot reduir la vulnerabilitat a la FVP. Aixi doncs,
mitjangant aquest estudi de casos-controls, hem determinat els acids grassos als fosfolipids del
seérum dels pacients (com a biomarcador subrogat de l'estat dels acids grassos als cardiomiocits)
en el moment de l'ingrés per un IAMEST, detectant diferencies significatives només amb l'acid
linoleic, els nivells del qual han resultat inferiors en els pacients que presenten FVP. Després de
la valoracié dels possibles confusors, I'associacié observada no mostra canvis significatius, de
manera que podem dir que tenir nivells elevats d'acid linoleic s'associa a una menor prevalenca
de FVP. Per tant, el consum regular d'aliments rics en aquest omega-6 essencial, com poden ser
els fruits secs i els olis de llavors, podria protegir de les arritmies malignes desencadenades per la

isquemia aguda en cas d'lAM.

Seguint el fil de I'estudi dels possibles factors predictors de FVP, a dia d'avui no esta clar si
alguna infecci6 virica o bé la inflamacio sistémica poden jugar un paper com a desencadenants de
FV en el context d'isquémia aguda. En aquest sentit presentem la quarta publicacid, que es tracta
d'un estudi pilot per avaluar si el viroma circulant i/o el proteoma inflamatori estan associats amb
el desenvolupament de FV en els pacients amb IAMEST. Aixi doncs, a la primera part de l'estudi
s'avaluen tots els virus que infecten als vertebrats incloent els humans, a partir del DNA purificat
de les mostres dels 20 pacients de l'estudi, mitjangcant una analisi molecular amb el sistema
VirCapSeq-VERT el qual permet identificar el genoma de 207 virus. No obstant, només hem trobat

diferéncies significatives entre els pacients complicats amb FVP i els que no presenten FVP pel



que fa a alguns virus de les families Gammaherpesvirus i Anellovirus, pero essent majoritariament
més frequents en els pacients sense FVP. D'altra banda, a la segona part de l'estudi es realitza
una analisi de 92 proteines relacionades amb la resposta inflamatoria sistémica mitjangant un
immunoassaig multiple, sense trobar diferéncies significatives entre els pacients amb i sense FVP.
Tant sols la CDCP1 (proteina 1 que conté domini CUB) i el IL-18R1 (receptor 1 de la interleucina
18) van resultar majors en els pacients amb FVP en comparacié amb els controls sans, pero no en
comparacié amb els pacients ingressats per IAMEST sense FVP. Per tant, podem concloure que el
viroma circulantila inflamacio sistémica, almenys a la nostra serie, no s'associen amb un major risc
de FVP, pel que necessitem noves estrategies per trobar possibles desencadenants de FVP en el

context d'isquémia aguda, per tal d'intentar reduir la mort sobtada cardiaca derivada de I'lAMEST.
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6. RESUM GLOBAL DE LA DISCUSSIO DELS RESULTATS

Aquesta tesi doctoral es fonamenta en 4 publicacions, a partir de les quals es pretén respondre
els objectius plantejats en relacié a l'estudi de la FVP. Aixi doncs, la discussié dels resultats es
presenta seguint el fil dels 3 objectius principals, que sén analitzar l'evolucié de la prevalenca de
la FVP als llarg dels ultims anys, determinar-ne el seu pronostic actual, i estudiar possibles factors

predictors de FVP, amb la intenci6 final d'intentar trobar estratégies per millorar-ne la prevencio.

6.1 Evolucié de la FVP al llarg de les ultimes 3 décades

Per respondre aquest objectiu es presenta la primera publicacio, en la qual s'aporten dades
pronostiques d'una cohort gran (n=7589) de pacients consecutius amb IAMEST, des del 1989 fins
al 2017. El treball confirma una marcada disminucié de la mortalitat durant les Ultimes 3 décades,
havent identificat una reduccié del 60% de la mortalitat precog (durant l'ingrés a la unitat de cures
critiques cardiologiques), la qual ha passat del 8.9% a l'inici de I'estudi fins al 4.2% final, aixi com
també una reduccié del 40% de la letalitat als 28 dies (del 10.4% al 6%) i del 25% de la mortalitat
a l'any (del 11.7 al 9%). De la mateixa manera, hem evidenciat que la prevalenca de la majoria de
les principals complicacions de I|AMEST ha disminuit aproximadament un 50% durant el periode
estudiat, exceptuant la d'algunes complicacions mecaniques molt infrequients aixi com de forma
més remarcable la de la FVP, la qual s’ha mantingut estable al voltant del 7%, a diferéncia del que

ens plantejavem a la nostra hipotesi inicial.

En els Ultims anys, el tractament de la cardiopatia isquemica ha protagonitzat un important
aveng, gracies a I'ds creixent dels nous farmacs basats en l'evidéncia i a la implementacié de les
terapies de reperfusié coronaria mitjancant xarxes regionals que prioritzen l'angioplastia primaria
com a tecnica d'eleccid, tal i com constaten les dades del nostre treball. L'impacte pronostic
favorable d’'aquestes noves estratégies terapéutiques ha estat ampliament confirmat també per
multiples estudis''-'>, Per exemple, dades del registre REGICOR mostren una reduccio de la letalitat
als 28 dies dels pacients amb un primer IAM amb ona Q del 16.4% al 1978 al 4.7% al 20072,

mentre que una analisi dels pacients amb IAMEST procedents del registre FAST-MI evidencia una



disminucié de la mortalitat a 1 any del 12% al 1995 fins al 6% al 2015, clarament relacionada
amb l'augment de reperfusid™. D'altra banda, aquest benefici pronostic aportat per la millora en
I'abordatge terapéutic global, també queda palés en la marcada reduccié de les complicacions
de la fase aguda de I'lAMEST observada en el nostre estudi. Aixi doncs, al llarg de les ultimes
3 décades hem constatat una disminucio del 45% de la insuficiencia cardiaca greu associada a
I'"TAMEST (el que classifiquem com Killip-Kimball 1ll o IV), i una reduccié més discreta de l'infart
complicat amb xoc cardiogenic, essent la prevalenca actual a la nostra cohort del 6%, similar a la
d'altres registres'?0. Aixi mateix, també hem detectat una disminucié del voltant del 50% en relacié
al BAV, la TVila RPLL, atribuibles majoritariament a I'Us generalitzat de I'angioplastia primaria tal i

com ja s'ha descrit previament, i una reduccié encara més acusada de l'angina post-infart.

No obstant, una de les troballes més rellevants del nostre estudi i que alhora déna resposta
a l'objectiu plantejat inicialment, és la constatacioé que la FVP s'ha mantingut estable al llarg de les
Ultimes 3 décades, amb una prevalenca al voltant del 7%. Al revisar la literatura cientifica, observem
resultats discordants en relacié a I'evolucié de la FVP, la majoria no especifics d'lAMEST, i amb molt
poques dades actualitzades. Hildebrand et al."?* van detectar una estabilitat en la incidéncia de FV
com a complicacié de IlAM durant la década dels anys 80 a Dinamarca, quan ja existien les unitats
coronaries perd encara no s'utilitzaven els tractaments preventius ni trombolitics. Chiriboga
et al.”» van reportar una incidéncia de FVP del 5% també estable al llarg de 15 anys, entre el
1975 i el 1990, a I'analitzar els pacients ingressats per un IAM a tots els hospitals de Worcester.
Posteriorment, Thompson et al.'? van ampliar I'estudi previ fins al 1997, sense detectar tampoc
canvis en la incidencia de FVP durant els 22 anys analitzats. En aquesta mateixa linia de resultats,
Henkel et al.”?” van avaluar les arritmies ventriculars dels pacients ingressats per IAM a Rochester
des del 1979 al 1998, concloent també una estabilitat en laincidencia tant de taquicardia ventricular
com de FVP, i referint tan sols una tendéncia a la disminucié de la FV tardana o secundaria. En
contraposicio, Tran et al.>? reporten dades més recents procedents de la cohort ja esmentada
de Worcester, mitjancant les quals analitzen quasi bé 12.000 pacients amb IAM durant 25 anys
(1986-2011), detectant una disminucio de la incidencia de FV global (FVP i també FV tardana) del
8.2% fins al 1.7%, si bé durant I'Ultim periode (2001-2011) la reduccié resulta més acusada en la
FV tardana en comparacié amb la precog. D'altra banda, alguns registres d'aturades cardiaques
extrahospitalaries també han detectat una disminucié de la incidéncia de FV al llarg dels ultims
anys'?137 si hbé no se n'ha pogut determinar una explicacié clara, apuntant la possibilitat que la

millora en la prevencio6 primaria i secundaria de la malaltia coronaria aixi com l'implant creixent de



DAls hi puguin jugar un paper. En qualsevol cas, aquests registres engloben la poblacié general, a

diferéncia del nostre treball que es basa només en pacients hospitalitzats per IAMEST.

Aixi doncs, la implementacié de les noves terapies de reperfusié preco¢ probablement ha
contribuit a disminuir la prevalenca de FV intra-hospitalaria, perod el fet que a la majoria de casos
la FVP es presenti de forma pre-hospitalaria podria explicar la manca de reduccié global que
hem detectat al nostre estudi. També hi poden haver contribuit la millora en I'atencié emergent
dels pacients amb aturada cardiaca extrahospitalaria aixi com el propi Codi IAM, gracies al qual
es prioritza al maxim la resposta del sistema sanitari per tal que els pacients rebin en el minim
temps possible les mesures diagnostiques i terapeutiques apropiades en els diferents punts
d'aquesta xarxa, cosa que fa que tinguin una major probabilitat d'arribar vius a I'hospital i per tant
comptabilitzem actualment més pacients amb FVP, que fa anys podrien haver estat pacients amb

mort sobtada extrahospitalaria no recuperada.

6.2 Pronostic de la FVP a Catalunya a I'era del Codi IAM

Per afrontar aquest objectiu presentem la segona publicacié, la qual es tracta del major
registre contemporani de pacients amb FVP a l'era de I'angioplastia primaria. L'estudi, prospectiu
i multicéntric, inclou més de 10.000 pacients atesos per la xarxa del Codi IAM de Catalunya des
del 2010 fins al 2014, entre els quals hem detectat una prevalenca de FV dins les primeres 24
hores d’evoluci6é del IAMEST del 8.7% (949 pacients amb FVP), essent prehospitalaria en un 75%
dels casos. Altres estudis han mostrat prevalences de FVP similars, entre el 5i el 12%37384-42 qix{
com un clar predomini de la seva aparicié a la fase prehospitalaria®#2. Pel que fa al pronostic,
malgrat tenir uns temps de dolor-reperfusié més curts, els pacients amb FVP han presentat més
complicacions arritmiques a la fase aguda, i la letalitat intrahospitalaria precog (dins les primeres
24 hores d'evolucid) ha resultat 5 vegades major que la dels pacients sense FVP, seguint la linia
dels resultats descrits préviament®7404247_No obstant, la troballa més destacable d'aquest treball és
haver identificat la FVP com un predictor independent tant de letalitat a 30 dies com de mortalitat a
1 any. Es a dir, el resultat més rellevant de I'estudi és la demostracié, per primera vegada segons el
nostre coneixement, d'una major mortalitat a 1 any entre els pacients que han presentat una FVP i
sobreviuen a la fase aguda de l'infart. En concret, la preséncia de FVP s'associa a quasi un 60% més

de mortalitat a 1 any entre els supervivents al primer mes de I'ingrés hospitalari per un IAMEST,



amb una HR de 1.59. Es més, a I'excloure els pacients amb Killip-Kimball IV mitjancant una analisi
de sensibilitat, la FVP ha seguit detectant-se com un predictor independent de mortalitat a 1 any.
Altrament, aquest pitjor pronostic de la FVP a curt i a mig termini ha estat consistent a I'analisi de

tots els subgrups, amb especial significacié en els menors de 65 anys.

Les recomanacions terapéutiques actuals en relacié al maneig dels pacients amb IAMEST es
basen en la premissa que la FVP es considera benigna en termes de pronostic a llarg termini dels
supervivents a I'alta hospitalaria. Per aquest motiu, actualment no s'aconsella I'implant precog d'un
DAl com a prevencié secundaria en aquest escenari, assumint que un cop corregida la isquemia
aguda amb lareperfusié i utilitzant les terapies farmacolodgiques de demostrada eficacia pronostica,
es redueix el risc futur de FV>*’, Mdltiples estudis recolzen aquesta idea després d’haver analitzat
el prondstic a mig i llarg plag dels pacients amb IAMEST tractats amb ICPP, sense trobar diferéncies
entre els supervients a la fase aguda que han presentat FVP i els que no3741424547132133 No obstant,
alguns estudis han obert la porta a la controvérsia pel que fa al rol pronostic de la FVP. Per exemple,
una analisi del registre GRACE'* incloent més de 52.000 pacients amb sindrome coronaria aguda
(SCA) va mostrar que la preséncia de FV durant l'ingrés s'associava a una major mortalitat als 6
mesos, si bé cal destacar que I'impacte prondstic va ser més significatiu en els pacients amb una
SCA sense elevaci6 del segment ST. D'altra banda, a partir de dades de I'estudi APEX AMI, Mehta
et al.*® van reportar que la TV/FV precog (prévia o durant I'lCP) s'associava a una major mortalitat
als 90 dies de I''AMEST tractat amb ICPP, pero cal matisar que la major part d'aquestes morts van
succeir dins els primers 30 dies, identificant un subgrup d'alt risc basat en els pacients amb flux
TIMI <3 post-ICP i/o amb una retrogradacié del segment ST inferior al 70%. Aixi mateix, Masuda et
al.’®> conclouen que la TV/FV durant la fase aguda de I''AMEST té un impacte negatiu en el prondstic
als 5 anys nomeés en el subgrup de pacients d'alt risc (definit com una puntuacié > 115 a l'escala
GRACE)™®, si bé cal tenir en compte que en aquest treball la definicié6 de TV/FV també incloia
arritmies ventriculars no sostingudes durant la primera setmana d'evolucié. En aquest sentit, les
guies europees d'arritmies ventriculars i prevencié de mort sobtada del 2015' apuntaven que “la
FVP probablement identifica un risc de mortalitat a llarg termini”, si bé I'dltima actualitzaci6 de les

mateixes no ho considera®’.

D'altra banda, a I'analitzar el pronostic de la FVP en funcié del seu moment d'aparicié a la fase
aguda de I'l|AMEST, hem detectat una major letalitat dins les primeres 24 hores aixi com també
més complicacions arritmiques en el subgrup de pacients amb FVP intrahospitalaria respecte a

la prehospitalaria, pero sense diferéncies en la mortalitat als 30 dies ni a 1 any. Diversos estudis



han descrit un pitjor pronostic associat a la FV tardana+4”13¢ entesa com aquella que apareix a
partir de les 48 hores d’evoluci6 de I''AMEST. No obstant, al nostre treball hem definit la FVP com
la que es presenta dins les primeres 24 hores des de l'inici dels simptomes, cosa que considerem
raonable a 'era de I'lCPP per tal de restringir-la a la isquémia generada per l'oclusié coronaria i/o
a les arritmies de reperfusid, ja que una FV entre les 24 i les 48 hores podria ser secundaria a la
disfuncié miocardica. En aquest sentit, Demidova et al. van descriure que el 96% dels pacients amb
IAMEST complicat amb FVP en un registre suec havien presentat 'arritmia durant les primeres 24

hores d'evolucid, i aixi mateix ho comenten també les guies més recents de practica clinica®.

Una de les principals limitacions del nostre treball és el fet que es desconeix la causa especifica
de la mort, tal i com passa a la majoria d'estudis en aquest camp, pero I'augment de mortalitat
detectat en relacié a la FVP es va observar a tots els subgrups analitzats, la qual cosa recolza
la consisténcia dels resultats. Aixi mateix, tampoc es disposa de la FE del ventricle esquerre, pel
que es van utilitzar la localitzacié anterior de linfart i el grau d'insuficiencia cardiaca segons la

classificacié Killip-Kimball per a I'ajust multivariat, com a dades indirectes de disfuncio6 ventricular.

Aixi doncs, podem dir que el treball que presentem és el primer estudi que demostra una
major mortalitat a mig-llarg termini entre els supervivents al primer mes d’'un IAMEST tractat amb
ICPP i complicat amb FVP. Tanmateix, davant la discrepancia dels nostres resultats amb bona part
de l'evidéncia cientifica actual, considerem que cal interpretar-los amb cautela aixi com validar-
los en altres poblacions grans d'IAMEST. De tota manera, emfatitzem la necessitat d'optimitzar
I'abordatge de l'aturada cardiaca extrahospitalatia mitjangcant nous protocols locals i/o regionals
actualitzats, per tal d'assegurar una reanimacié cardiopulmonar rapida, una desfibril-lacié precoc i

un posterior suport vital cardiac avancat efica¢'.

6.3 Analisi de possibles factors predictors de FVP

Aquest tercer objectiu és indiscutiblement el més ambicids i complex d'assolir. D'entrada,
amb el segon treball presentat hi hem fet una primera aproximacio, malgrat no era el seu proposit
fonamental. Aixi, I'analisi multivariada ha mostrat com a predictors independents de FVP 'edat jove,
el sexe masculi, I'infart anterior, la fibril-lacié auricular, la taquicardia ventricular i la insuficiéncia

cardiaca (classificacié Killip-Kimball > 1), de forma concordant amb els resultats de multiples



estudis previs ja comentats. En canvi, la diabetis ha resultat curiosament un factor protector, fet
molt més controvertit tenint en compte bona part de l'evidéncia prévia'®'# perd també descrit en
alguns treballs™e126135142143 'nodent hipotetitzar una major predisposicié dels pacients diabeétics
a desenvolupar circulacié col-lateral, la qual podria alleujar les consequéncies de l'oclusié aguda
d’'una arteria coronaria. No obstant, cap d'aquestes troballes és prou rellevant com per canviar la
practica clinica habitual, niens permet millorar de formaremarcable la prevenci6 de la FVP. Per tant,
considerem que calen enfocaments més innovadors a I'hora d'aprofundir en el seva comprensio,
com per exemple I'estudi de possibles factors predisposants que, amb I'aparicié d’'un segon trigger
com la isquémia aguda, puguin afavorir el desenvolupament de FVP en alguns pacients. En aquest
sentit, com a possibles factors predisposants, hem avaluat la importancia d’alguns components de

la dieta, la infeccid per alguns virus o I'estat inflamatori general, tal i com discutirem a continuacio.

6.3.1 Acids grassos poliinsaturats

Amb la intencié d’ampliar el coneixement sobre els possibles factors predictors de fibril-lacié
ventricular primaria, concretament des del punt de vista dietétic, es presenta la tercera publicacio.
Agquesta es basa en la idea que l'enriquiment de les membranes dels cardiomidcits amb acids
grassos poliinsaturats pot reduir la vulnerabilitat a la FVP, tal i com s'ha vist a nivell experimental™°.
Aixi doncs, a partir d'un estudi de casos i controls en funci6é de la preséncia o no de FVP, hem
determinat els acids grassos en els fosfolipids del serum de pacients que ingressen per un IAMEST,
entenent-los com un biomarcador subrogat de l'estat dels acids grassos a les membranes dels
cardiomiocits i relacionat amb la ingesta recent'#'%, Remarcablement, l'analisi ha detectat
diferéncies significatives només amb I'acid linoleic (C18:2n-6), un acid gras essencial omega-6 que
es troba als fruits secs (com ara les nous, pinyons, festucs i ametlles) i als olis de llavors (com I'oli de
gira-sol, canola, blat de moro, cartam i soja), de manera que els nivells elevats d'acid linoleic s’han
associat a una menor prevalenca de FVP, fins i tot després de la valoracié dels possibles factors
de confusio. Per tant, el resultat exposat és clinicament rellevant ja que aporta evidencia sobre
un factor modificable d'estil de vida, el dietétic, el qual podria contribuir a la reduccié d'una de les

principals causes de mort sobtada cardiaca com és la FVP.

Es ampliament conegut que la dieta mediterrania s'associa a un menor risc de malaltia
cardiovascular'®'% benefici que també s'ha descrit en relacié a la reduccié de la ingesta de greixos

saturats substituint-los per poliinsaturats’.



Els acids grassos poliinsaturats inclouen fonamentalment els omega-3 i els omega-6. Com
tots els acids grassos, els poliinsaturats consisteixen en cadenes llargues d'atoms de carboni amb
un grup carboxil a un extrem i un grup metil a l'altre, perd es distingeixen dels saturats i dels
monoinsaturats per la preséncia de dos o més dobles enllacos entre els carbonis de la cadena.
Concretament, la nomenclatura es basa en el fet que els acids grassos omega-3 tenen un doble
enllag situat a 3 carbonis de I'extrem metil de la cadena, i els omega-6 en tenen un a 6 carbonis de
I'extrem metil. Els principals omega-3, i sobre els quals s'ha investigat més, sén l'acid alfa-linolénic

(ALA, C18:3n-3), l'acid eicosapentaenoic (EPA, C20:5n-3) i I'acid docosahexaenoic (DHA, C22:6n-3).

Pel que fa als omega-6, el més destacable és I'acid linoleic (AL, C18:2n-6), el qual pot ser precursor
d'altres acids grassos poliinsaturats de cadena més llarga, com I'acid araquidonic (AA, C20:4n-6). El
cos huma només pot formar dobles enllacos carboni-carboni després del nove carboni de I'extrem
metil d'un acid gras, motiu pel qual els acids grassos omega-3 i omega-6 es consideren essencials,
és a dir, que s’han d'obtenir de la dieta per tal que el nostre organisme pugui desenvolupar les
seves funcions de forma optima. L'ALA es pot convertir en EPA i després en DHA, pero la conversio
és molt limitada (<15%) pel que consumir EPA i DHA directament dels aliments és I'nica manera
practica d'augmentar-ne els nivells a I'organisme. L'ALA esta present als olis vegetals mentre que
el DHA i 'EPA el sintetitzen microalgues de manera que quan els peixos s'alimenten de fitoplacton
n‘acumulen els seus teixits, motiu pel qual la principal font sén els aliments d'origen mari,

especialment el peix blau. Per altra banda, I'AL el trobem fonamentalment als fruits secs i als olis

de llavors, mentre que I'AA a la carn i embotits.

Els acids grassos poliinsaturats tenen un paper estructural a les membranes cel-lulars, alhora
gue aporten energia al cos i s'utilitzen per formar eicosanoids, que sén molécules de senyalitzacié
amb una amplia gamma de funcions al sistema cardiovascular, pulmonar, immunitari i endocri.
Els omega-3 i els omega-6 es metabolitzen de forma competitiva pel mateix conjunt d'enzims,
perd els mediadors lipidics que se'n deriven realitzen funcions oposades al cos huma. Aixi, els
eicosanoids elaborats a partir domega-6 solen ser mediadors d'inflamaci6, vasoconstriccié i
agregacié plaquetaria, mentre que els procedents dels omega-3 sovint tenen un efecte contrari.
Per tant, la proporcié adequada de cadascun d'ells juga un paper fonamental en la regulacié de

I'homeostasi corporal.



El consum d'acids grassos omega-3, fonamentalment els d'origen mari pero també el vegetal,
s’ha demostrat que pot aportar multiples efectes cardioprotectors-%, incloent un menor risc
de mort sobtada cardiaca'®%"0 gracies al seu potencial efecte antiarritmic analitzat sobretot
en models animals’®-""3, Tanmateix, alguns estudis no han pogut confirmar aquest benefici i fins
i tot n'han suggerit un possible efecte proarritmic’+'">. De fet, els assajos clinics que han avaluat
l'efecte dels suplements d'omega-3 com a prevencié secundaria en pacients que han tingut un
infart han mostrat resultats contradictoris. Per exemple, el GISSI-P (2002) va observar una reduccio
del 45% de la mort sobtada cardiaca amb la ingesta d'1 gram al dia d'omega-3'*', mentre que
I'OMEGA i 'Alpha-Omega (2010) no van mostrar canvis en la mortalitat amb dosis similars'>2'3, El
JELIS (2007), incloent una barreja de prevencié primaria i secundaria, va detectar una reduccié dels
esdeveniments isquémics majors amb una dosi mitjana d'EPA™4, i més recentment, el REDUCE-IT
(2019) ha demostrat que una dosi alta d'icosapentil etil (un éster etilic altament purificat d'EPA)
en pacients amb elevat risc cardiac redueix el risc d'esdeveniments isquémics aixi com de mort
cardiovascular™>. Curiosament, al nostre estudi no vam trobar associacions significatives pels
acids grassos omega-3. | és que, malgrat els diversos treballs descrits sobre els seus possibes
beneficis en relacié a la mort sobtada, la qlestié de si poden protegir contra la FV en el context
de ITAMEST encara no esta ben resolta'. En aquest sentit, 3 assajos clinics aleatoritzats fets en
pacients amb elevat risc d'arritmies ventriculars i portadors de DAl no van aconseguir demostrar
un efecte positiu dels suplements d'omega-3'>-">°, i un meta-analisi dels 3 també va concloure
un resultat global neutre’™. No obstant, cal matisar que es tractaven de pacients amb disfuncio
ventricular i cicatrius croniques al miocardi, pel que calen més investigacions per tal d'aclarir els

efectes dels omega-3 dietétics sobre la isquémia aguda, i més concretament sobre la FVP.

Pel que fa als omega-6, i en particular a l'acid linoleic, el fet que pugui transformar-se en
acid araquidonic, un precursor dels mediadors lipidics proinflamatoris, fa que tradicionalment
s'hagi considerat la ingesta sostinguda d'acid linoleic com un promotor d'inflamacio, contribuint a
la malaltia cardiovascular. No obstant, aquesta especulacidé no s’ha pogut confirmar amb l'analisi
d'estudis randomitzats en els quals la ingesta d'acid linoleic no s'associa a un increment dels
biomarcadors d'inflamaci6'"¢?, ni tampoc s'ha demostrat que es correlacioni amb la concentracio
d'acid araquidonic’®?'®, mentre que si que redueix el colesterol total i les lipoproteines de baixa
densitat (LDL)'®*. A més, hi ha evidencia creixent dels beneficis cardio-metabodlics del consum
d'acid linoleic dins el rang adequat, com demostra un estudi recent que inclou dades de 30

cohorts prospectives i que apunta que els nivells alts d'acid linoleic s'associen a un menor risc



d'esdeveniments cardiovasculars'®, Aixi mateix, un altre meta-analisi conclou que la ingesta
d'acid linoleic s'associa a un menor risc de desenvolupar malaltia cardiovascular a la poblacié
sana'®, mentre que els nivells circulants d’'aquest omega-6 també s’han relacionat amb una
menor mortalitat cardiovascular'®®'®, Altrament, una dieta rica en acids grassos poliinsaturats,
tant omega-3 com omega-6, s’ha associat amb un menor risc de mort sobtada cardiaca en dones
sanes'®. De fet, a principis dels anys 90 ja es va descriure que l'acid linoleic mesurat al teixit
adipés d’homes sans esta inversament relacionat amb el risc de mort sobtada cardiaca'’, i a
nivell experimental també s'havia observat un efecte protector d'aquest omega-6 en relacio a les
arritmies ventriculars provocades per l'oclusié coronaria’2 Tanmateix, alguns estudis han mostrat
resultats contradictoris en relacio als efectes de I'acid linoleic, quUestionant-ne el seu benefici'’?, de

manera que segueix sent un tema controvertit.

Per tant, els nostres resultats contribueixen a contrarestar la demanda d'eliminar I'acid
linoleic de la dieta en base als seus suposats efectes nocius. De fet, els olis de llavors que abans
havien estat fonts riques d'acid linoleic, com l'oli de girasol i el de cartam, ara s'han hibridat per
eliminar-lo substancialment, la qual cosa podria generar un risc de deficiencia d'acids grassos
essencials a la poblacié tal i com suggereix un experiment de modelitzacié recent'4, Aixi doncs,
estudis com el nostre poden ajudar a construir una base d'evidéncia més solida sobre els beneficis
de I'acid linoleic, i aixi reorientar aquests esfor¢os ben intencionats pero al nostre parer equivocats
d’eliminar I'acid linoleic de la dieta. D'altra banda, s'ha proposat que la ingesta relativa d'omega-6
i domega-3, és a dir la ratio omega-6/omega-3, pot tenir implicacions importants en la patogenesi
de diverses malalties croniques com les cardiovasculars'4, aconsellant una ratio ideal al voltant de
4-5/1'75, pero la proporci6 optima encara no s'ha definit, i en alguns treballs se n'ha questionat la
utilitat després d'evidenciar que els omega-6 no inhibeixen els beneficis dels omega-3'7%176177_ En
concordancia, les recomanacions dietétiques de diverses organitzacions, incloent 'American Heart
Association, recolzen el consum d'omega-6 per prevenir la malaltia cardiovascular, suggerint que

representin almenys un 5-10% de l'energia total'#47,

Obviament, la naturalesa observacional del nostre estudi no ens permet establir una relacié
de causalitat entre I'acid linoleic i la FVP, perd si apuntar que el consum regular d'aliments rics
en acid linoleic, com poden ser els fruits secs i els olis de llavors, podria protegir de les arritmies

malignes desencadenades per la isquémia aguda.



6.3.2 Viroma i proteoma inflamatori.

Amb el proposit d'aprofundir més en l'estudi dels factors predictors de la FVP, es presenta la
quarta publicacié, la qual es basa en la hipotesi que alguna infecci6 virica aixi com la inflamacié

sistémica podrien jugar un paper com a desencadenants de FV en el context de la isquémia aguda.

Es ben conegut que un nombre creixent de virus shan associat a la miocardiopatia
inflamatoria, perd també s'ha suggerit que I'exposicié viral podria augmentar la susceptibilitat a
la FVP, tot i que aixd no s'ha demostrat de forma concloent. En aquest sentit, Andréoletti et al.
van identificar la infeccié per Coxsackievirus B al teixit endomiocardic post-mortem de pacients
que van patir una mort sobtada causada per un IAM'%2, A més, I'estudi AGNES®® va mostrar una
associacié entre la FVP i el polimorfisme de nucleotid simple rs2824292 del cromosoma 21921,
proper al gen CXADR que codifica el receptor del Coxsackie i 'Adenovirus, el qual s’ha implicat amb
la miocarditis, la miocardiopatia dilatada, la conduccié cardiaca i la vulnerabilitat arritmica®. No
obstant, aquesta associacié no s'ha pogut replicar en almenys dos estudis posteriors®2®, D'altra
banda, les epidémies de la grip s’han associat a la mort sobtada cardiaca'®, pero no s’han trobat

altres relacions significatives entre la FVP i I'exposicié a Enterovirus o a la grip™'.

Aixi doncs, a partir de la mateixa cohort préviament descrita (RUTI-STEMI), hem volgut avaluar
si el viroma circulant esta associat amb el desenvolupament de FV en els pacients amb IAMEST.
No obstant, davant la complexitat i I'elevat cost que implicaria fer-ne una analisi completa d’aquest
tipus, d'entrada hem decidit plantejar-ho com un estudi pilot. D'aquesta manera, s’han analitzat
per primer cop els viromes circulants de tots els virus ADN que infecten als vertebrats incloent
els humans, a partir de les mostres dels 20 pacients inclosos a I'estudi, mitjan¢cant una analisi
molecular amb el sistema VirCapSeq-VERT el qual permet identificar el genoma de 207 virus. No
obstant, només hem trobat diferéncies significatives entre els pacients amb i sense FVP pel que
fa als virus Macacine gammaherpesvirus 4 (limfocriptovirus Rhesus), Herpesvirus huma 4 tipus 2
(virus d’Epstein-Barr tipus 2) i Torque teno virus 8 i 18 (virus transmesos per transfusio), pero essent

majoritariament més frequents en els pacients sense FVP.

Concretament, els dos primers esmentats pertanyen a la familia dels Gammaherpesvirus,
que son virus limfotropics. El Macacine gammaherpesvirus 4 és un limfocriptovirus que infecta
tipicament els macacos Rhesus (Macaca mulatta), una espécie de micos asiatics que és la més

utilitzada en models de primats no humans, pero la seva estructura genética és molt similar a la del



Gammaherpesvirus huma 4, més conegut com virus Ebstein-Barr (EBV), aixi com el tipus d'infeccié
que provoquen'”. L'EBV és un Herpesvirus molt ubic que infecta de manera asimptomatica més
del 90% de la poblacié™°. Un cop infectat, 'EBV persisteix a les cél-lules B durant tota la vida
i es pot reactivar en casos dimmunosupressio'®'. Pel que fa al cor, 'EBV és una de les causes
menys frequents de miopericarditis virica, pero la qual pot desencadenar arritmies malignes'183,
També s’ha descrit la seva possible relacié amb el desenvolupament d'aneurismes coronaris o
abdominals™85, aixi com amb el pronostic de la malaltia ateroesclerodtica coronaria®®. Al nostre
treball hem identificat EBV (Gammaherpesvirus huma 4) i EBV tipus 2 (Herpesvirus huma 4 tipus 2),
pero la frequéncia relativa de 'EBV no ha variat significativament entre els pacients amb i sense
FVP. En aquesta linia, tampoc hem trobat diferéncies en la carrega viral o en els anticossos IgG
de I'EBV mesurats per reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) i enzimimmunoanalisi (ELISA)
respectivament, les quals s’han utilitzat com a técniques de validaci6. D'altra banda, 'EBV tipus
2 ha estat significativament més prevalent en els pacients sense FVP, per tant no sembla jugar
cap paper com a factor de risc per a la mort sobtada arritmica en el context d'un IAMEST. Pel que
fa al Macacine gammaherpesvirus, per ara es desconeix el seu potencial zoonotic i de fet se n'ha
suggerit una possible restriccié d'especie'®, pel que la seva deteccié a la sang dels pacients del
nostre estudi és dificil d'entendre. Podriem especular una possible extensié entre els humans no
descrita encara, tenint en compte que filogenéticament som molt propers als primats no humans.
En qualsevol cas, la possible associacié del Macacine ggmmaherpesvirus 4 amb la FVP detectada
al nostre estudi ens sembla molt poc plausible davant els resultats contraris observats amb I'EBV

tipus 2, amb qui guarda una estreta relacid, pel que caldria revalorar-ho en una cohort més gran.

En relacioé als Torque teno virus (TTV), s’han detectat en molts mamifers i la seva prevalenca
en humans també és superior al 90%'%. No esta clar que els TTV puguin actuar com a patogens
primaris, i sembla que solen establir infeccions croniques sense causar patologia. S'ha suggerit
que els TTV es podrien utilitzar com a marcadors de contaminacié ambiental viral, ja que sén
contaminants potencials en fonts d'aigua'™® i hospitals'®, incloses també les transfusions de
sang''. Aix0 pot explicar per qué hem detectat 27 espécies de TTV a l'estudi presentat, i de
fet tan sols 1 de les 20 mostres humanes ha resultat negativa per a totes les espécies de TTV
identificades. Els TTV-8i TTV-18 han estat els TTV detectats amb més frequencia, perdo en ambdds
casos han resultat significativament més prevalents en els pacients sense FVP que en els afectats
per aquesta complicacié arritmica, de manera que tampoc proporcionen informacio rellevant per

tal de predir la FVP. De fet, Takeuchi et al. van trobar una sequiencia de TTV en un pacient amb



miocarditis aguda, perd no van poder establir-la com un potencial patogen de la miocarditis'®,
de manera que tant els seus com els nostres resultats donen suport a la idea generalitzada que

és poc probable que els TTV actuin com a patogens primaris.

La principal limitacié d'aquest treball és indiscutiblement el seu petit tamany, aixi com el
fet que no podem excloure la presencia d'alguns virus amb genoma d'acid ribonucleic (RNA) no
detectats pel panell VirCapSeq-VERT a causa de les condicions d'emmagatzematge de les mostres
i de la quantitat de material sanguini disponible. De fet, la forma ideal per confirmar la preséncia
de genoma viric al miocardi durant la fase aguda de I'|AMEST seria mitjancant una biopsia

endomiocardica, la qual cosa ens sembla éticament inacceptable.

Daltra banda, dins aquest mateix estudi, també ens hem proposat analitzar el proteoma
inflamatori a la fase aguda de I''AMEST, per determinar possibles diferéncies entre els pacients
que presenten FVP i els que no desenvolupen aquesta complicacié. Essent ja ben conegut que
la resposta inflamatodria sistémica juga un paper important en la fisiopatologia de la sindrome
coronaria aguda i l'ateroesclerosi, en els darrers anys hi ha hagut interés en estudiar la seva
implicacié en la mort sobtada cardiaca, pero 'evidéncia actual encara és escassa i poc concloent®,
Per exemple, la IL-6 i la porcid N-terminal del pro-péptid natriurétic tipus B (NT-proBNP) s’han
reportat com possibles predictors de mort sobtada cardiaca en diferents poblacions sanes,
mentre que la proteina C reactiva ha obtingut resultats contradictoris®'93'%4, Pel que fa al GDF-15,
s'ha descrit com un factor de risc de mort sobtada durant la fase aguda d’'un IAM®, aixi com un
predictor de mortalitat a curt termini en pacients amb IAMEST, especialment en els complicats
amb FVP#. No obstant, 'associaci6 entre la inflamacio6 sistémica en el context d'un IAMEST i la FVP

encara no esta prou ben definida.

En el treball presentat, malauradament no hem trobat diferéncies significatives entre els
pacients amb i sense FVP per cap de les 92 proteines analitzades relacionades amb la inflamacio
sistemica. Ara bé, en comparacié amb els subjectes sans, els pacients amb IAMEST (incloentamb i
sense FVP) si que han mostrat nivells significativament més alts d'algunes proteines inflamatories,
com per exemple les interleucines 6 i 8 (IL-6 i IL-8), relacionades tant amb el tamany com el
pronostic de l'infart’®>'%7, o I'eotaxina (CCL11), també relacionada amb I'ateroesclerosi coronaria',
entre d'altres. A més, els nivells de CDCP1 i IL18-R1 han resultat més alts en el grup de pacients
amb FVP en comparacié amb el grup control sa, perd sense diferéncies amb els pacients sense

FVP. En aquest sentit, s'han descrit algunes variants polimorfiques d'aquestes proteines que s’han



associat a un major risc d'infart, pero sense haver-se especificat cap relacié amb les complicacions
arritmiques™®2%®, En canvi, altres proteines han mostrat nivells d’expressio més elevats en els
pacients sense FVP en comparacié amb els controls sans, perd sense diferéncies amb els pacients
amb FVP. Es el cas, per exemple, de la proteina quimiotactica de monocits 1 (MCP-1), la qual s'ha
relacionatamb la lesié perisquemia/reperfusié?’, o la quimiocina CC 4 (CCL4), la inhibicié de la qual
s'ha implicat en I'estabilitzacié de la placa d'ateroma?®2. Tanmateix, no sembla que cap d'aquestes
proteines avaluades estigui implicada de forma clara en la patogénesi de la FVP, si bé cal destacar

que el panell d'inflamacié utilitzat no inclou el GDF-15.

Aixi doncs, amb aquest estudi pilot no hem pogut detectar cap virus especific ni cap
biomarcador d'inflamacié sistéemica que s'associin de forma clara amb un major risc de FVP. Per
tant, calen noves estratégies per dilucidar millor els possibles desencadenants de la FV en el
context de la isquémia aguda, de cara a aconseguir identificar les persones amb alt risc de patir

una mort sobtada cardiaca derivada d'un IAMEST.
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7. CONCLUSIONS

La letalitat a 28 dies de I'lAMEST s'ha reduit un 40% durant les Ultimes 3 décades, i la
mortalitata 1 any ha disminuit un 25%, gracies a les millores terapéutiques i a la reperfusio
coronaria. Aixi mateix, la majoria de les principals complicacions de I''AMEST també s’han
reduit al voltant del 50%, pero la prevalenca de la fibril-lacié ventricular primaria s'ha

mantingut estable.

El pronostic a curt i llarg termini dels pacients amb un IAMEST atesos per la xarxa del
Codi IAM a Catalunya i que presenten FVP durant la fase aguda és pitjor que els que no
presenten FVP, si bé aquest resultat cal interpretar-lo amb prudéncia aixi com validar-lo

en altres poblacions grans de IAMEST.

Els nivells elevats d'acid linoleic circulant s'associen a una menor prevalenca de FVP, pel
que el consum regular d’aliments rics en aquest omega-6 essencial, com els fruits secs
i els olis de llavors, podria protegir de les arritmies malignes desencadenades per la

isquemia aguda.

Segons el nostre estudi pilot, tant el viroma circulant com la inflamacié sistéemica no

s'associen amb un major risc de desenvolupar FVP en el context d'un IAMEST.
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Els resultats d'aquesta tesi doctoral conviden a seguir ampliant I'estudi de les implicacions
pronodstiques i la prediccié del risc de la fibril-lacié ventricular primaria, mitjancant la

[P

combinacio dels parametres classics amb les ciéncies “Omiques” en continu desenvolupament
aixi com les noves tecnologies intel-ligents de potencial inqUestionable, amb la intenci6 final
d'intentar reduir la mort sobtada arritmica associada a la isquémia aguda. Algunes d'aquestes

linies d'investigacio podrien ser:

« Determinar el pronostic tant a mig com a llarg termini dels pacients supervivents al primer
mes d'un IAMEST tractat amb ICPP i complicat amb FVP, per tal de validar els nostres

resultats en altres poblacions grans.

« Estudiar en un model animal I'efecte de I'acid linoleic en un context d'isquémia aguda

mitjancant I'oclusié coronaria, per confirmar-ne el seu potencial antiarritmic.

* Avaluarenun assaig clinicrandomitzat I'impacte pronostic d'una dietarica o suplementada

amb acid linoleic en pacients d'alt risc cardiovascular.

* Analitzar el viroma circulant dels virus RNA que no han pogut ser investigats en el nostre
estudi pilot, per determinar si poden jugar un paper com a desencadenants de FV en el
context de I''AMEST, alhora que revalorar els dubtosos resultats obtinguts en relacié al

Macacine gammaherpesvirus 4 en una cohort més gran.

« Desenvolupar un estudi d'associacié de genoma complet en una cohort mediterrania de
pacients amb IAMEST complicat o no amb FVP, per determinar un possible component
genetic que predisposi @ un major risc d'arritmies ventriculars desencadenades per la

isquémia aguda.

+ Aplicar les noves tecnologies per desenvolupar dispositius intel-ligents combinats amb
petits sensors capacos de detectar una arritmia ventricular aixi com verificar la manca
de signes fisiologics de vida, fer sonar una alarma i enviar una notificacié automatica
al sistema d'emergencies médiques, la qual cosa podria revolucionar I'abordatge i el

pronostic de la mort sobtada a la poblacié general.
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