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Capitulo 1 Introduccién

1.- Datos epidemiologicos.

Las dos principales enfermedades del sistema circulatorio
son la enfermedad isquémica del corazén y la enfermedad
cerebrovascular o ictus, que en conjunto producen casi el 60% de
toda la mortalidad cardiovascular (Villar y cols., 2007) (Figura 1).

Desde el afio 1996, la enfermedad isquémica del corazon es
la que ocasiona un mayor numero de muertes cardiovasculares en
Espafia (31% en total, un 39% en varones y 25% en mujeres)
(Figuras 1 y 2). En global, este predominio de la enfermedad
isquémica del corazén sobre la cerebrovascular se debe al mayor
descenso relativo de la mortalidad cerebrovascular respecto de la
mortalidad coronaria, invirtiéndose asi el llamado patréon
mediterraneo de mortalidad cardiovascular, en el que predominaba
la enfermedad cerebrovascular. En los varones, este fendomeno se
produjo casi diez afios antes, en 1987. Por el contrario, en las
mujeres todavia prevalece la enfermedad cerebrovascular sobre la
enfermedad coronaria como causa de muerte. De toda la enfermedad
isquémica del corazon, la rabrica infarto agudo de miocardio es la
mas frecuente con un 61% (62% en los varones y 58% en las

mujeres).
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ENF. ISQUEMICA CORAZON
31%

—e RESTO ENF. CARDIOVASC.
26%

PR

ENF. CEREBROVASCULAR

8%

INSUFICIENCIA CARDIACA
15%

Figura 1. Mortalidad proporcional por las distintas enfermedades del sistema
circulatorio en ambos sexos. Espaiia, Informe SEA 2007.

ENF. ISQUEMICA CORAZON

ENFERMEDAD
39% CEREBROVASCULAR ENF. ISQUEMICA
300% CORAZON

25%

ENFERMEDAD ARDIOVASE

CARDIOVASC.
CEREBROVASCULAR 24% RESTO ENE
25% CARDIOVASC.
26%
INSUFICIENCIA CARDIACA INSUFICIENCIA CARDIACA
12% 19%
VARONES MUJERES

Figura 2. Mortalidad proporcional por las distintas enfermedades del sistema
circulatorio en varones y mujeres. Espafia, Informe SEA 2007.

Ademds, la enfermedad isquémica del corazén y la
enfermedad cerebrovascular constituyen la tercera y cuarta causas,
respectivamente, de pérdida de afos de vida ajustados por
discapacidad, que es un indicador Util que mide las pérdidas de salud
que representan las consecuencias mortales y no mortales de las
enfermedades.

El tercer sindrome importante como causa de muerte

cardiovascular es la insuficiencia cardiaca, que ocasiona el 15% de
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la mortalidad cardiovascular total (12% en varones y 19% en
mujeres) (Figuras 1 y 2). Sin embargo, la mortalidad registrada por
insuficiencia cardiaca puede estar subestimada por cuanto es la via
final comin de muchas enfermedades que afectan al corazén siendo
estas las que quedan reflejadas como causa de la muerte. Como
ejemplo, cuando la insuficiencia cardiaca es debida a una cardiopatia
isquémica, el proceso de codificacion de la causa de defuncion es
atribuida con frecuencia a esta enfermedad en lugar de a la
insuficiencia cardiaca (Villar y cols., 2007).

Por tanto la enfermedad cardiaca isquémica y la insuficiencia
cardiaca son dos enfermedades con un impacto grande en nuestra
sociedad y el estudio experimental de aspectos de dichas

enfermedades aun mantiene gran interés.

2.- Isquemia miocardica aguda.

La isquemia miocardica aguda se define, sencillamente,
como una reduccion del aporte de oxigeno arterial brusco,
insuficiente para responder a las demandas metabolicas del tejido
cardiaco (Jennings, 1970). Dependiendo de la duracion e intensidad
de la isquemia, las consecuencias sobre el miocardio, y por tanto,

sobre el individuo, son muy distintas (Figura 3).
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total

< 5 horas

> 5 horas

-
N

Reoclusion i

Figura 3.- Consecuencias de la isquemia aguda sobre la contractilidad ventricular

regional (modificado de Canty, 2007).
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2.1.- Determinantes del consumo miocérdico de oxigeno.

A diferencia de lo que ocurre en otros 6rganos, la extraccion
miocérdica de oxigeno es casi maxima en reposo (en promedio, casi
el 75% del contenido arterial de oxigeno) (Feigl, 1983). Ello hace
que el aumento del consumo miocardico de oxigeno se deba obtener
fundamentalmente por incrementos proporcionales en el flujo
coronario.

Los determinantes principales del consumo miocéardico de
oxigeno son la frecuencia cardiaca, la presion sistolica (o poscarga o
estrés de la pared miocardica) y la contractilidad intrinseca
ventricular (Canty, 2008).

La frecuencia cardiaca elevada tiene influencia sobre el flujo
coronario porque se reduce el tiempo diastdlico disponible para la
perfusion miocardica. Estudios en perros han demostrado que, en
reposo, el flujo coronario puede autorregularse con presiones
arteriales medias tan bajas como 40 mmHg (presiones diastdlicas de
30 mmHg) (Canty, 1988). Sin embargo, durante una taquicardia, el
limite inferior de la presion de autorregulacion aumenta debido al
incremento de las necesidades de flujo y a la reducciéon del tiempo
de perfusion (Canty y cols., 1990).

La contractilidad miocérdica y el estrés de la pared son
dificiles de medir. Diversos autores han demostrado que el consumo
de oxigeno por minuto en el corazén es proporcional a un indice de
tension-tiempo por minuto, que corresponde a la presion sistolica
media multiplicada por la duracion de la sistole y por la frecuencia

cardiaca. Por estos motivos, en la practica clinica habitual se utiliza
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el denominado doble producto, resultado de la multiplicacioén entre
la frecuencia cardiaca y la presion sistdlica. La medicion del doble
producto es util para valorar de una forma objetiva los resultados de
los distintos tratamientos sobre el umbral de isquemia (Sarnoff,
1958; Katz, 1960; Braunwald y Kloner, 1982).

La reserva coronaria también se reduce por incrementos en
los otros determinantes del consumo miocéardico de oxigeno (presion
sistolica y contractilidad). Esto explica que pueda haber isquemia
subendocardica en presencia de coronarias normales (Hoffman
1987) como puede ser el caso de la hipertrofia ventricular izquierda

secundaria a estenosis adrtica o hipertension.

2.2.- Regulacién del flujo coronario.

El flujo coronario depende de cuatro variables: la presion de
perfusion, el didmetro y tono de las arterias coronarias (resistencia),
la frecuencia cardiaca y el flujo por colaterales. Ademas, existe una
autoregulacion del flujo coronario mediada por factores metabolicos,
dependientes  del  endotelio, mecanicos, musculares y
neurohormonales (Moreu y Macaya, 2007).

Como ya se ha mencionado, el flujo coronario regional
permanece constante aunque la presion arterial coronaria se reduzca
hasta un limite amplio (limite de autoregulacion) mientras los
determinantes del consumo miocardico de oxigeno se mantengan
constantes (Canty, 1988). Cuando la presién coronaria cae por
debajo del limite de autoregulacion, el flujo coronario se hace

dependiente de la presion debido a que la vasodilatacion de la
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microcirculacion es maxima. Por tanto, el flujo coronario en el

corazon vasodilatado al méximo es presion-dependiente.

La resistencia al flujo coronario depende de tres componentes

(Klocke, 1976):

a)

b)

Presencia o no de estrechamientos en las arterias
epicardicas: cuando este estrechamiento es superior al 50%,
comienza a contribuir a la resistencia coronaria total vy,
cuando supera el 90%, puede reducirse el flujo coronario en
reposo.

Resistencia de la microcirculacion dependiente de las
arteriolas. Este componente se extiende por todo el
miocardio incluyendo un rango amplio de tamafos de
pequetios vasos (20 a 200 um de didmetro) y se modifica en
respuesta a fuerzas fisicas (presion intraluminal y estrés de
cizallamiento) y a las necesidades metabdlicas del tejido
cardiaco. Sin embargo, este componente contribuye poco
(un 20%) a la resistencia vascular coronaria total (Chilian y
cols., 1986).

La resistencia por compresion varia a lo largo del ciclo
cardiaco y se relaciona con la contraccion cardiaca y la
presion sistolica que se desarrolla dentro del ventriculo
izquierdo. También en aquellos estados patoldgicos en que
aumenta la presion diastdlica se impide la perfusion
miocardica, por medio de la compresion pasiva de la

microcirculacion (Hoffman y Spaan, 1990).
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El flujo coronario es maximo en didstole. En diastole, cuando se
cierra la valvula aodrtica los senos de Valsalva funcionan como
reservorios y permiten la perfusion del miocardio. Con el aumento
de la frecuencia cardiaca se reduce el tiempo de llenado diastolico.
En caso de que la reserva coronaria esté al limite, una taquicardia
puede producir isquemia en el subendocardio (Canty, 2008).

Cuando hay una oclusion total o subtotal de una arteria
coronaria, el flujo puede llegar al miocardio por vasos colaterales.
En el humano, las colaterales existen en los corazones como canales
no funcionales de 20 a 200 pum. Cuando se produce una oclusion
coronaria hay una caida en la presion distal a la oclusion que da
lugar a la apertura de dichas colaterales (Schaper y cols. 1988). Hay
una gran variabilidad entre especies en el numero y funcioén de vasos
colaterales. Esto hace que la extrapolacion de resultados
experimentales de modelos animales al humano pueda tener

limitaciones.

2.3.- Efectos sobre la contractilidad.

Aunque el médico francés Pierre Chirac ya observo los
efectos de la ligadura de las arterias coronarias en un perro en 1698,
no hubo demasiado interés en los experimentos sobre isquemia
miocérdica hasta finales del siglo XIX. En 1893, W.T. Porter, un
fisidlogo americano, publico que la oclusion de una arteria coronaria
no siempre era fatal, tal como se creia hasta entonces y ademas,
mediante un mandmetro de Gad, demostré que la ligadura de la

arteria descendente anterior producia un descenso gradual y
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continuo de la altura de las curvas de presion ventricular (Leibowitz,
1970). Posteriormente, Orias (1932) y otros autores, hace 80 afios,
confirmaron estos hallazgos. Tennant y Wiggers, en 1935,
describieron como el acortamiento sistolico del miocardio isquémico
desaparecia tras un minuto de oclusion coronaria, y era sustituido
por una distension pasiva, que retornaba a la normalidad tras
restaurar el flujo sanguineo. Desde entonces numerosos
investigadores, incluido nuestro grupo, han observado que, tras la
interrupcion del flujo coronario, la regidon isquémica pierde casi
inmediatamente su funcion contractil, apareciendo en su lugar una
protusion o abombamiento sistolico (Prinzmetal y cols., 1949;
Tyberg y cols., 1970; Theroux y cols., 1974; Pallarés, 1996).

Una oclusion coronaria produce, como hemos visto, una
reduccion de la contractilidad miocérdica regional en pocos latidos,
que acaba en discinesia del segmento isquémico en el primer
minuto. Conforme la contractilidad regional cesa, se produce una
disminucion de la contractilidad global del V. L. (reflejada en una
reduccion de la dP/dt +), un aumento progresivo de la presion
telediastolica del ventriculo izquierdo (PTDVI) y una caida de la
presion sistdlica. La magnitud de los cambios hemodindmicos varia
con la severidad y con la cantidad de miocardio sometido a isquemia

(Canty, 2008).
2.4.- Efectos sobre el metabolismo.

La funcion contractil del corazéon depende primordialmente

del suministro de ATP por parte de las mitocondrias. Diversas vias

10



Capitulo 1 Introduccién

bioenergéticas interaccionan contribuyendo al metabolismo
energético mitocondrial como la oxidacion del piruvato, el ciclo de
los acidos tricarboxilicos, la betaoxidacion mitocondrial de los
acidos grasos y la via final comun de la fosforilacion oxidativa que
genera el 80-90% del ATP celular. Los acidos grasos son el
principal sustrato energético para la producciéon de ATP en el
musculo cardiaco a partir de la fosforilacion oxidativa. El aporte de
ATP a partir de otras fuentes (p. ej., del metabolismo glucolitico) es
limitado en el tejido cardiaco normal (Marin-Garcia y Goldentahl,
2002).

La ausencia de oxigeno durante la isquemia provoca la
alteracion de la cadena respiratoria y, por tanto, se reduce la sintesis
de ATP. La capacidad de generar energia por los miocitos (ATP y
fosfato de creatina) se reduce hasta el extremo, agotandose las
reservas energéticas en poco tiempo (Reimer y Jennings, 1981). Esto
ocurre porque durante el metabolismo anaerobio se obtienen un
numero muy inferior de moléculas de ATP por cada molécula de
glucosa, en comparacion a las obtenidas en condiciones aerobias. La
contracciéon cesa pronto por la falta de energia (ATP) y por el
desplazamiento de los iones de calcio de las miofibrillas por los
radicales de hidrogeno generados en la acidosis.

La privacion del suministro de oxigeno durante los
sindromes agudos coronarios causa una disminucion del
metabolismo oxidativo de la glucosa y acidos grasos, y un estimulo
significativo de glucdlisis (Lopaschuck, 2003). El grado en que estos

cambios metabodlicos ocurren es dependiente de la severidad del
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episodio isquémico. Durante la isquemia severa, la glucdlisis puede
convertirse en la fuente primaria de ATP. Sin embargo, el piruvato
producido por la glucélisis es incapaz de entrar en la via oxidativa y
por consiguiente es convertido a lactato. Este desequilibrio entre la
glucdlisis y la oxidacion de glucosa también induce la produccion de
protones deletéreos, y es una causa principal de la acidosis
intracelular que ocurre durante la isquemia severa. Una
consecuencia de esto es que disminuye de eficacia cardiaca ya que el
ATP es redirigido a reestablecer la homeostasis i6nica en vez de a la
funcién contractil (Liu y cols., 1996).

La vuelta a la normalidad de la funcion contractil después de
una isquemia aguda miocérdica requiere que el corazén acelere la
produccion de energia rapidamente. Sin embargo, esta recuperacion
también depende del sustrato de energia usado por el corazon.
Durante un episodio isquémico, las concentraciones circulantes de
acidos grasos libres aumentan conforme son movilizados los
depositos de triglicéridos del tejido adiposo. La oxidacion de los
acidos grasos de cadena larga (AGCL) se recupera rapidamente en
cuanto el corazon es expuesto a una concentracion elevada en
plasma de &cidos grasos. Como resultado de lo anterior, la oxidacion
de glucosa no se recupera porque los metabolitos de la 3 oxidacién
de 4cidos grasos inhiben el complejo piruvato-deshidrogenasa, via el
ciclo de Randle (proceso metabdlico por el cual la glucosa y los
acidos grasos compiten por sustratos) (Lopaschuk, 1994).

La recuperacion rapida de la oxidacion de los AGCL también

es realzada por la activacion de un cinasa llamada proteina-cinasa

12
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activada por el AMP (AMPK). La activacion de la AMPK produce
la fosforilacion de la acetilCoA carboxilasa, una disminucion en la
concentracion del malonil-CoA y un aumento importante de la
oxidaciéon de los 4cidos grasos (Kudo y cols.,, 1995). Como
consecuencia, la oxidaciéon de glucosa se inhibe aun madas. La
activacion de la AMPK también causa una aceleracion de la
glucdlisis y una estimulacion de la captacion de glucosa de forma
independiente de la insulina (Russell y cols., 1999). Por lo tanto, la
activacion de la AMPK causa un desacople mas pronunciado entre
la glucolisis y la oxidacion de glucosa (Sambandam y Lopaschuck,
2003). Hasta que el flujo coronario vuelva a la normalidad, el lactato
y los protones siguen acumuldndose en el cardiomiocito,
contribuyendo a una eficacia cardiaca peor durante la reperfusion.

Durante y tras la isquemia puede haber un aumento
importante de la concentracién intracelular de Na“ debido a que
intercambiador de Na'/H' facilita la salida de los protones
intracelulares acumulados y la entrada de Na“ (Kleber, 1983). La
bomba de Na'/k" ATPasa responde al incremento del Na+
cambiandolo por Ca®" lo cual puede llevar al dafio del miocardiocito
0 a su muerte por sobrecarga de este i6n (Grinwald, 1982). De forma
irdnica, aunque los protones que se acumulan durante el insulto
isquémico son dafiinos, su rapida eliminacion es mas perjudicial
para el corazon. A este fenomeno se le ha denominado la paradoja
del pH (Karmazyn y Moftat, 1993).

Otros factores involucrados en la cascada de la isquemia son

los oxirradicales y la endotelina I. Los primeros, metabolitos
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altamente reactivos al oxigeno, cuando se acumulan pueden
contribuir a la lesion inducida por la reperfusion y la aparicion de
arritmias (Hearse, 1991). La concentracion plasmatica de endotelina
I aumenta durante los episodios de isquemia, y se sabe que es un
potente vasoconstrictor coronario y que aumenta la concentracion de
calcio citosdlico, con lo que contribuye a la muerte celular

(Yanasigawa y cols., 1988).

2.5.- Lesion miocardica por isquemia-reperfusion.

La lesion miocardica por reperfusion se describié por
primera vez en 1960 por Jennings y cols. en su descripcion de los
hallazgos histologicos del miocardio canino reperfundido. En este
trabajo observaron abombamientos celulares, contractura de las
miofibrillas, disrupcion del sarcolema y la aparicion de particulas de
fosfato calcico intramitocondrial. El dafio al corazéon durante la
reperfusion del miocardio produce cuatro tipos de alteraciones: la
primera es el aturdimiento miocardico (Braunwald, 1982). El
segundo tipo de alteracion, el fenomeno de no-reflow o de detencion
del flujo, que se definidé originalmente como “la incapacidad de
reperfundir una region previamente isquémica” (Kloner, 1993). Este
fenomeno hace referencia al incremento de la impedancia del flujo
sanguineo a nivel microvascular cuando se abre la arteria
responsable del infarto (Ito, 2006). La tercera alteracion son las
arritmias por reperfusion, potencialmente dafiinas, pero para las que
existe tratamiento eficaz (Manning y Hearse, 1984). El tltimo tipo

es el dafio letal por reperfusion. El concepto de dafio letal por
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reperfusion como un mediador independiente de la muerte del
miocardiocito es un aspecto debatido; algunos investigadores han
sugerido que la reperfusion Unicamente exacerba la lesion celular
que se produjo durante el periodo isquémico (Kloner, 1993).

Por tanto, la lesion por reperfusion se define como el dafio
miocardico causado por la restauracion del flujo coronario tras un
episodio isquémico. Este dafio puede culminar con la muerte de los
miocardiocitos que eran viables inmediatamente antes de la
reperfusion (Piper y cols., 1998). Esta forma de lesion miocardica,
que por si misma puede aumentar el tamafio de un infarto, puede
explicar en parte por qué, a pesar de una reperfusion aparentemente
Optima, la tasa de muerte en una infarto agudo de miocardio alcanza
el 10% vy la incidencia de insuficiencia cardiaca tras el infarto el
25%.

El dafio por reperfusion ha sido motivo de multiples
investigaciones, habiéndose involucrado diferentes hipdtesis entre
las que destaca el aumento brusco del aflujo de oxigeno y de calcio
(Téllez y cols., 1996). A dichas hipdtesis se les ha denominado
“paradojas” pues resulta contradictorio que siendo el calcio y el
oxigeno esenciales para la contraccion del musculo cardiaco y la
respiracion celular respectivamente, sean dafiinos para la célula

durante la reperfusion.
- La paradoja del oxigeno.
Se ha establecido a partir de estudios experimentales que la

reperfusion del miocardio isquémico desencadena estrés oxidativo,
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el cual, por si mismo, puede causar lesidon miocardica (Zweier,
1988). El estrés oxidativo es parte de la paradoja del oxigeno. El
estrés oxidativo sera objeto de una exposicion detallada mas

adelante.

- La paradoja del calcio.

Cuando se produce la reperfusion miocardica ocurre un
incremento brusco del Ca*" intracelular secundario al dafio de la
membrana del sarcolema y a la disfuncion del reticulo sarcoplasmico
inducido por el estrés oxidativo. Estas dos formas de lesion
sobrecargan a los mecanismos normales de homeostasis del Ca** en
el miocardiocito; a este fendmeno se le denomina paradoja del calcio

(Piper, 1998).

- La paradoja del pH.

La restauracion rapida del pH fisiologico durante la
reperfusion miocérdica que sigue al lavado del lactato acumulado
durante la isquemia, y la activacion del intercambiador de sodio-
hidrégeno y del cotransportador de sodio-bicarbonato contribuyen al
dafo por reperfusion. A este fendémeno se le denomina paradoja del
pH (Lemaster, 1996). Mediante este mecanismo aumenta la
concentracion intracelular de Ca® ya que al activarse estos
trasportadores aumenta el sodio intracelular lo que a su vez estimula
al intercambiador de Na'/ Ca®" introduciéndose calcio en la célula

para extraer el sodio.
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- Inflamacion.

Tras un periodo de isquemia miocardica, son liberadas
sustancias  quimiotacticas que atraen a los neutrdfilos
desencadendndose fendmenos de inflamacion a nivel local. Los
neutrdfilos producen obstrucciones capilares y liberacion de enzimas
de degradacion y especies reactivas del oxigeno (Vinten-Johansen,
2004). Algunos estudios han observado un aumento rapido y
sostenido de la produccion de interleucina-6 y de su receptor tras un
periodo breve de isquemia (Chandrashekhar y cols., 1999). Esta
respuesta inflamatoria condiciona un incremento de la permeabilidad
capilar, favorece la adhesion plaquetaria y la infiltracion de mas
leucocitos hacia el miocardio, contribuyendo asi al dafio por

reperfusion.

3.- Aturdimiento miocardico.
3.1.- Definicion.

En 1982, Braunwald y Kloner describieron el miocardio
aturdido como “la disfunciéon prolongada post-isquémica del tejido
viable rescatado por la reperfusion”. Se requiere, por tanto, un
episodio de isquemia transitoria que puede ser debida a una oclusioén
coronaria, como la que ocurre en el espasmo coronario o en la rotura
de una placa coronaria con formacion de un trombo, o a una
isquemia inducida por un aumento de la demanda miocérdica de
oxigeno (como por ejemplo en el ejercicio o por una taquiarritmia ya
sea supraventricular o ventricular) en el contexto de estenosis

coronarias parciales. Tras la isquemia, persisten durante un tiempo
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variable las alteraciones en la contractilidad miocardica segmentaria
a pesar de que la irrigacion de esa zona se haya normalizado.

Pero el aturdimiento no es solo un fenomeno regional. Si el
corazon sufre una isquemia global, como la que puede ocurrir en
cirugia cardiaca durante la circulacién extracorporea, entonces el
corazdn entero puede presentar una disfuncion contractil que puede
persistir tras la restauracion de la circulacion coronaria fisiologica.

El concepto de aturdimiento conlleva ademds el de
recuperacion de la contractilidad. Tras el cese de la isquemia, ya sea
por relajacion del espasmo, lisis del trombo, cese del ejercicio o de
la taquicardia o restauracion del flujo tras el by-pass
cardiopulmonar, el miocardio post-isquémico, pero viable, se
recupera, aunque pueden requerirse de horas a dias para restablecer
la funcién contractil normal (Heyndrickx y cols., 1975; Bolli y cols.,
1988a). Es este retorno lento de la funcion contractil a la normalidad
a pesar de un flujo coronario restablecido lo que se ha denominado
aturdimiento (Braunwald y Kloner, 1982). El tiempo requerido para
la recuperacion de la funcion depende de diversos factores que
incluyen la duracion y severidad de la isquemia y el adecuado

retorno del flujo coronario (Kloner y cols., 1983).

3.2.- Antecedentes.

El hecho de que un tejido lesionado de forma reversible por
un episodio de isquemia dejara de contraerse y se mantuviera asi un
tiempo después de restablecido el flujo sanguineo (es decir, se

aturdiera) se describio por primera vez a mediados de la década de
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los 70 por Heyndrickx y cols. (1975, 1978). Estos autores midieron
en un modelo animal canino la longitud y grosor regional del
miocardio sometido a isquemia por oclusiones coronarias de
duracion variable pero insuficiente para producir muerte celular (5 y
15 minutos), seguidas de reperfusion. Con una oclusion coronaria de
5 minutos la funcién regional se mantuvo deprimida a las 2 horas de
la reperfusion pero se habia recuperado a las 6 horas. Cuando la
duracién de la isquemia fue de 15 minutos, la funcién contractil
permanecié reducida mas de 6 horas tras la restauracion del flujo
coronario (Figura 4). Por tanto encontraron una discordancia entre
flujo coronario y funciéon. Cuando el flujo era normal o casi normal
y la isquemia ya se habia resuelto, el miocardio todavia no se
contraia con normalidad.

En un estudio posterior en perros anestesiados (Kloner y
cols., 1983), analizaron el tiempo que tardaba en normalizarse la
funcion contractil regional del miocardio tras oclusiones de duracion
progresiva de la arteria descendente anterior. Se midio la
contractilidad de forma periddica durante tres horas tras el inicio de
la reperfusion. El grado de recuperacion de la funcion sistolica fue
dependiente de la duracion de la oclusion. Asi, con una oclusion de
so6lo 1 minuto, las alteraciones de la contractilidad se recuperaron
rapidamente y fueron normales a los 30 minutos. Con una oclusion
de 5 minutos, la funcién sistolica se recuperd solo 2/3 a los 30
minutos y continud deprimida a los 60 minutos. En las series con 15
minutos y 3 horas de oclusion, tras una hora de reperfusion persistia

un abombamiento paraddjico sistolico (Figura 5). Charlat y cols.
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(1989), también en perros, observaron que tras 15 minutos de
oclusion coronaria se necesitaban 48 horas de reperfusion para

conseguir la recuperacion completa de la funcion sistdlica.
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Figura 4.- Aturdimiento miocardico tras una oclusioén coronaria completa y breve.
El engrosamiento de pared, medido por cristales ultrasonicos es discinético con
adelgazamiento sistdlico durante la oclusion. Tras un breve periodo de
recuperacion inmediato al cese de la oclusion (R-1 min), el engrosamiento se
mantiene reducido a los 30 minutos, 1 y 3 horas tras la reperfusion (R). La funcion
es normal a las 24 horas (modificado de Heyndrickx y cols., 1978).

Por lo tanto, se ha demostrado que el tiempo de recuperacion
funcional de una zona del miocardio sometida a isquemia es
directamente proporcional a la duracion de la oclusion. Pero también
la repeticion de episodios isquémicos, aun siendo muy breves, puede

tener un efecto acumulativo sobre la intensidad del aturdimiento
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miocérdico, siendo Geft y cols. (1982) los primeros en describirlo.
Sin embargo, existen diferencias entre los diferentes grupos
investigadores que han utilizado modelos de isquemia repetida, en
cuanto a la observacion o no de ese efecto acumulativo, dependiendo
éste fundamentalmente del periodo de reperfusion entre cada
proceso isquémico. Asi, en 1985, Nicklas y cols., utilizando un
modelo canino, observaron como tras 16 oclusiones sobre la arteria
descendente anterior repetidas, de 5 minutos de duracién, y con 10
minutos de reperfusion entre ellas, y dejando una hora de
recuperacion una vez finalizado el protocolo isquémico, se producia
un deterioro progresivo de la funcion sistélica regional de un 20%
tras la primera oclusion, de un 82% tras la octava y de un 91% tras
la Gltima oclusion, presentando un 104% de afectacion tras una hora
de recuperacion. Zhao y cols (1992), utilizando también un modelo
canino en el que realizaron 12 oclusiones sobre la arteria
descendente anterior, con el mismo tiempo de isquemia y de
reperfusion que los anteriores autores y con 90 min. de recuperacion,
describieron resultados similares. Por el contrario, Lange y cols.
(1984), utilizando episodios de isquemia mds prolongados
encontraron que tres episodios de isquemia de 15 minutos de
duracién cada uno separados por intervalos de 30 minutos causaban
aturdimiento en la reperfusion pero no hallaron un efecto
acumulativo. Los mismos hallazgos obtuvieron Weiner y cols.
(1976) tras tres episodios de isquemia de 20 minutos separados por

intervalos de 45 minutos de reperfusion.
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Figura 5.- Registros originales de los trazados de longitud segmentaria y de dP/dt
para oclusiones de 1, 5, 15 y 180 minutos. Las flechas indican las longitudes
telediastolicas y telesistolicas respectivamente. A los 30 minutos tras la oclusion
de 1 minuto la recuperacion es completa; a los 60 minutos tras la oclusion de 5
minutos el acortamiento sistolico segmentario estd todavia reducido aunque
ligeramente; 60 minutos tras la oclusion de 15 minutos el segmento sometido a
isquemia todavia es discinético pero mucho menos que durante la oclusion; a los
60 minutos tras la oclusion de 3 horas la discinesia es mayor que tras el cese de la
oclusion. Tomado de Kloner y cols. (1983).

Por ultimo, se ha estudiado la influencia del torax abierto
sobre el aturdimiento miocardico en experimentaciéon animal,

hallandose resultados similares en animales con torax cerrado,
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aunque en estos los cambios eran menos marcados (Triana y cols.,

1987).

3.3.- Mecanismos del aturdimiento miocardico.

En términos generales, las anomalias observadas en el
fenémeno del aturdimiento miocéardico se rigen por las alteraciones
que se producen durante la isquemia y los cambios celulares y
extracelulares inducidos por la reperfusion.

Como ya ha sido explicado, la oclusiéon de una coronaria
origina el cese subito de la perfusion regional lo que conduce
rapidamente al cese del metabolismo aerobico, la deplecion de la
creatina-fosfato y el comienzo de la glucolisis anaerobia. Lo anterior
lleva a la acumulacion de lactato y catabolitos y a una reduccion
progresiva del ATP. Si la isquemia contintia, se desarrolla acidosis
tisular y se produce un flujo de salida de potasio al espacio
extracelular. Si no acontece la reperfusion, los niveles de ATP
siguen disminuyendo por debajo de los requeridos para mantener la
funcién de la membrana celular lo que desencadena el comienzo de
la muerte del miocito (Jennings, 1990a). Para que no se produzca la
necrosis del miocardico isquémico es condicién necesaria que se
restablezca el flujo sanguineo con la reintroduccién de oxigeno y
nutrientes. En esta situacion, la reperfusion es un proceso
beneficioso. Sin embargo, Parks y cols. (1983) demostraron, al
principio de la década de los 80, que la reintroduccion de oxigeno a
un tejido isquémico producia un dafio adicional mediado, en parte,

por las especies reactivas del oxigeno (EROs). La importancia del
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dafio por reoxigenacion (o reperfusion) depende del tiempo de la
isquemia previa de tal manera que, si este tiempo ha sido
suficientemente prolongado como para producir necrosis, la lesion

por reperfusion tendra poca relevancia.

3.3.1.- Hipotesis oxiradical.

Se denominan radicales libres a todas aquellas moléculas que
tienen un electron desapareado en su orbital més externo; esta
circunstancia les confiere una capacidad de reaccioén
extraordinariamente elevada, por lo que son capaces de actuar en los
sistemas bioldgicos con gran avidez, produciendo cambios en la
conformacion quimica o en la estructura de los elementos celulares
que los hace incompatibles con la vida (Crystal y Ramon, 1992).

Los resultados de una serie de experimentos de Bolli y cols.
(1988b, 1989) demostraron claramente que del 50 al 70% del

aturdimiento se debe a la irrupcion de radicales libres derivados del
O,, liberados durante los primeros minutos de la reperfusion. Estos
radicales son de vida corta ¢ incluyen el anion superdxido (O,) y el
radical oxidrilo o hidroxilo (OH"). Esto significa que la mayor parte
del aturdimiento es una complicacion de la reperfusion y, por tanto,
es una forma de lesion por reperfusion. E1 OH se forma a partir del

anion superoxido mediante reacciones catalizadas por el hierro
(reacciones de Haber-Weiss y de Fenton) y reacciona con la
fenilalanina para formar derivados hidroxilados. Debido a que estos

derivados estdn presentes en el miocardio aturdido y pueden
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detectarse en el flujo coronario efluente, se pudo establecer
claramente que el radical —OH se libera durante la reperfusion (Sun
y cols., 1993).

Mas evidencia experimental de que los radicales libres
producen aturdimiento proviene de la demostraciéon de que gran
parte del mismo puede prevenirse mediante el tratamiento de los
animales con infusion intravenosa de dos enzimas que eliminan
radicales libres derivados del O,: el enzima superdxido dismutasa
(SOD) y la catalasa (Myers y cols., 1985; Przyklenk y Kloner, 1986;
Jeroudi y cols., 1990). Sin embargo, estudios en humanos con
terapia antioxidante no han conseguido alcanzar los objetivo clinicos
deseados. Flaherty y cols. (1994) examinaron el efecto del enzima
SOD recombinante humana sobre pacientes que recibieron terapia
de reperfusion en la fase aguda del infarto de miocardio. La
administracion de SOD no mejoré ni el pronodstico de estos
pacientes, ni la funcion regional o global comparada con placebo.
Existen distintas razones que podrian explicar por qué la
administraciéon de SOD no demostr6 beneficio. La primera es que un
infarto es una agresion al miocardio demasiado severa como para
esperar un beneficio de los eliminadores de radicales libres de
oxigeno: una zona infartada del miocardio incluye tanto miocitos no
viables, y por tanto sin capacidad contréctil, como viables, por lo
que no es un modelo puro de aturdimiento miocéardico. La segunda,
el enzima SOD no es capaz de atravesar la membrana celular y para
demostrar un beneficio haria falta un eliminador de radicales de O,

mas potente, que pudiera cruzar dicha membrana. La tercera es que
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el SOD pudo no haberse administrado con la suficiente prontitud. En
otros ensayos (HOPE, 2000) se estudid el efecto de otros
antioxidantes, como la vitamina E, en pacientes con enfermedad
coronaria o factores de riesgo de enfermedad coronaria, siendo los
resultados igual de desesperanzadores.

Un andlisis mas extenso de los mecanismos de estrés
oxidativo en la isquemia-reperfusion miocéardica se describe mas

adelante en esta introduccion.

3.3.2.- Hipotesis del calcio.

Esta hipotesis postula que el aturdimiento miocardico tras
uno o varios episodios de isquemia /reperfusion es el resultado de la
alteracion de la homeostasis celular del calcio. Se han involucrado 3
mecanismos: la sobrecarga de calcio, una reduccion de la respuesta
de los miofilamentos al calcio por mecanismos relacionados con
proteasas y un desacoplamiento de la excitacion-contraccion debida
a una disfuncion del reticulo sarcoplasmico (Bolli y Marban, 1999).

Los trabajos de la década de los 80 sugirieron que el dafo
por reperfusion, al menos en su forma irreversible, se relacionaba
con la sobrecarga de calcio (Grinwald, 1982). Kusuoka y cols.
(1987) determinaron en corazones aislados que la reperfusion con
soluciones bajas en calcio atenuaba el aturdimiento lo cual sugirié
que la sobrecarga por calcio estaba ligada al aturdimiento.
Consistente con este hallazgo, una sobrecarga transitoria de calcio,
en ausencia de isquemia, provocaba una secuela funcional duradera

idéntica a la observada en el aturdimiento miocardico (Kitakaze y
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cols., 1988). El mecanismo de la sobrecarga de calcio estd ligado a
la acidosis que se produce durante la isquemia y a la activacion de la
bomba de Na'/H" tras la reperfusion para extraer de la célula los
hidrogeniones acumulados durante la isquemia, con la consiguiente
entrada de sodio. Esto produce una activacion del intercambiador de
Na'/ Ca®" introduciéndose calcio en la célula para extraer el sodio.
Esta hipotesis se apoya en el hallazgo de que el aturdimiento mejora
durante la reperfusion si se perfunde el corazén con una solucion
con un contenido alto de sodio, lo cual aumentaria el gradiente
transmembrana de sodio temporalmente e impediria la entrada de
calcio (Kusuoka y cols., 1993). Otros trabajos han permitido medir
directamente la cantidad de calcio intracelular comprobandose que
este aumenta incluso tras periodos de isquemia tan cortos como 10-
15 minutos (Marban y cols., 1990).

Por otro lado, existen diversos trabajos que sugieren que la
sobrecarga de calcio influye en la activaciéon de unas proteasas
llamadas calpainas que escindirian proteinas cuando los niveles de
calcio estuvieran elevados (Zatz y Starling, 2005). Se ha implicado a
la calpaina-1 en la patogénesis del aturdimiento miocardico por
medio de la degradacion de proteinas miofibrilares. Sin embargo sus
proteinas diana siguen siendo objeto de estudio habiéndose
propuesto la titina, la desmina, la alfa-actinina y las troponinas c e I
(Barta y cols., 2005). En este sentido la proteolisis de la troponina I
se postulé como parte del mecanismo del fallo molecular del aparato
contractil responsable del aturdimiento (McDonough, 1999; Gao y
cols., 1997).
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El posible papel de la disfuncion del reticulo sarcoplasmico
en el aturdimiento miocardico limitando la disponibilidad de calcio
parece menos probable ya que existe amplia evidencia de que la
disponibilidad de calcio no es el factor limitante en el aturdimiento
miocardico, al menos in vitro (Kusuoka y Marban, 1992).

Un trabajo mas reciente ha relacionado el edema celular e
intersticial que ocurre durante la isquemia/reperfusion con la
imposibilidad de las cabezas de miosina de engancharse, o hacerlo
de forma incorrecta, al filamento de actina. Conforme el edema se
resuelve, la funcion contractil volveria a la normalidad (Bragadeesh

y cols., 2008).

3.4.- Evidencias clinicas del aturdimiento miocardico.

Hay varias situaciones clinicas en las que puede ocurrir el
fenomeno del aturdimiento miocardico (Tabla 1). La situacién
clinica que mdas se acerca a las descripciones experimentales
originales del aturdimiento miocardico es la oclusion coronaria
controlada que se realiza durante una angioplastia. Otras situaciones
incluyen la angina inestable, la isquemia secundaria por aumento de
las demandas del miocardio en presencia de estenosis coronaria, tras
reperfusion en el infarto agudo de miocardio o tras cirugia cardiaca

con circulacion extracorpérea.
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Situacion clinica Comentario

1. Tras ACTP Problema diastolico mas que sistdlico.
Observada mediante ventriculografia
con contraste y radionuclidos.

2. Angina inestable Observada mediante ecocardiografia.

3. Angina/isquemia inducida por el Observada con ecocardiografia y la
ejercicio/estrés combinacion de eco y estudio nuclear.
4. Tras la reperfusion en el [AM Retorno de la funcién lento (dias-meses)
5. Tras by-pass cardio-pulmonar Retorno de la funcién lenta (unas 48 h.)
6. Tras cardioversion en las Probablemente represente una miopatia
taquiarritmias auriculares auricular inducida por taquicardia mas

que aturdimiento verdadero (el causado
por isquemia/reperfusion)

Tabla 1.- Situaciones clinicas en las que puede ocurrir aturdimiento miocardico

Los primeros estudios que investigaron los efectos de la
angioplastia sobre la funcion miocérdica se basaron en oclusiones
coronarias de duracion inferior a 60 segundos, demasiado cortas
para inducir alteraciones en la funcion sistdlica regional. Sin
embargo, si se observaron alteraciones, relativamente duraderas (de
hasta 12 minutos), en la funcién diastolica del ventriculo izquierdo
tras el desinflado del balon (Wijns y cols., 1986; Carlson y cols.,
1987).

Mas reciente, Sheiban y cols. (1995) determinaron los
efectos de un inflado maés largo sobre la funcidon cardiaca en
pacientes divididos en dos grupos: uno recibid tratamiento con
nitrato y el otro con calcioantagonistas. Inflaron el balon durante 5
minutos y observaron, en el grupo tratado con nitratos, que la

mayoria de pacientes sufrieron una reduccion de la funcion en los
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segmentos miocardicos implicados que se mantenia a las 24 horas,
llegando a la normalizacion a las 36 horas. Sin embargo, en los
pacientes tratados con antagonistas del calcio, la mayoria habia
recuperado la contractilidad a las 24 horas del episodio isquémico.
Estos hallazgos apoyaron la evidencia experimental en modelos
animales de la existencia del aturdimiento miocardico y su posible
relacion con la homeostasis del calcio.

También se obtuvieron evidencias de miocardio aturdido en
pacientes con angina inestable (Nixon, 1982; Jeroudi, 1994) y en
pacientes con isquemia inducida por pruebas de estrés (Robertson,
1983; Kloner, 1991). Las alteraciones de la contractilidad
observadas en estos estudios persistieron tras el cese de la angina,
del ejercicio y tras la normalizacion de las alteraciones
electrocardiograficas, por lo que no fueron atribuibles a isquemia
persistente y si a aturdimiento. Ambrosio y cols. (1996) confirmaron
y ampliaron estos hallazgos al hacer notar que las alteraciones
persistentes de la contractilidad de la pared miocardica se
observaban cuando el flujo coronario y la perfusion miocéardica se
habia recuperado completamente, lo que reforz6 el concepto de que
episodios relativamente breves de isquemia y reperfusion pueden
inducir aturdimiento miocardico en el ser humano. Recientemente,
otras pruebas de estrés, como el estrés con dobutamina y
dipiridamol, han demostrado que producen aturdimiento en
pacientes con cardiopatia isquémica cronica estable (Tsoukas y

cols., 1997; Lee y cols., 2000, Barnes , 2002).
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El aturdimiento miocardico se produce también tras la
reperfusion en el seno del infarto agudo de miocardio. Sin embargo,
este escenario incluye tanto células miocardicas aturdidas como
muertas o dafiadas irreversiblemente. A pesar de estos factores, una
serie de estudios que examinaron la contractilidad regional del
ventriculo izquierdo en pacientes que habian recibido reperfusion
con agentes tromboliticos o angioplastia mostraron un retraso en la
recuperacion de la funcidon que requirid en cualquier caso de 3 dias a
6 meses (Patel y cols., 1988; Kloner y cols., 1989; Bolli, 1998;
Kloner y cols., 1998).

La cirugia cardiaca que precisa de by-pass cardiopulmonar es
un escenario clinico en que el aturdimiento miocardico puede
suponer un problema importante (Kloner y cols.,, 1994). Los
primeros estudios de Gray y cols. (1979) revelaron que los pacientes
a quienes se realizaba una cirugia con cardioplejia cristaloide
presentaban una reduccion de la fraccion de eyeccion del ventriculo
izquierdo y del volumen-latido durante el primer dia del
posoperatorio. En estos pacientes, la funcidon se recuperd en 48
horas; sin embargo, el indice de trabajo cardiaco persistié reducido.
Las curvas de Starling permanecieron también deprimidas 48 horas
después de la cirugia. Breisblatt y cols. (1990) describieron una
recuperacion prolongada de la funcidn ventricular tras la cirugia de
bypass coronario en la que se realizaba cardioplejia intermitente con
sangre para preservar el miocardio. Aunque se creia que este tipo de
cardioplejia protegia mejor el miocardio, el 96% de los pacientes

mostraron reducciones postoperatorias de las fracciones de eyeccion
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izquierdas y derechas. La fraccién de eyeccion izquierda mostrd un
pico de reduccion a los 262 minutos tras la cirugia y necesit6 de 24 a
48 horas para recuperarse. Este fenomeno ocurri6 de forma
independiente de la precarga, poscarga y del tipo de cardioplejia
administrada. De hecho, el aturdimiento tras una cirugia cardiaca
que precise de circulacion extracorpérea es un hecho clinico habitual
y los pacientes, con frecuencia, necesitan inotropicos tras su salida
de bomba durante horas e incluso dias hasta que el aturdimiento se
resuelve.

El aturdimiento auricular es una depresion transitoria de la
funcidon mecénica auricular y de la orejuela que acontece tras la
cardioversion a ritmo sinusal de una fibrilacion o un flutter auricular.
Es un fendmeno bien conocido que se manifiesta por una reduccion
paraddjica de las velocidades de los flujos sanguineos
intraauriculares y de la orejuela tras la desfibrilacion (Khan, 2002 y
2003). Se ha publicado que el aturdimiento auricular es més acusado
en pacientes con fibrilacion auricular y cardiopatia isquémica que en
pacientes con la misma arritmia y cardiopatia hipertensiva o en la

fibrilacion auricular aislada (Mattioli y cols., 1996).

4.- Consecuencias funcionales y metabolicas de la taquicardia.

La taquicardia es un mecanismo fisioldgico de adaptacion del
gasto cardiaco a las necesidades del organismo. Su regulacion es
compleja y depende de estimulos neurolodgicos, neurohormonales y
metabolicos. Las consecuencias hemodinamicas del aumento de la

frecuencia cardiaca son inmediatas: en pocos latidos el gasto
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cardiaco aumenta. Bajo condiciones fisiologicas, los mecanismos de
adaptacion son capaces de aumentar o mantener la contractilidad
miocardica, aumentando el gasto cardiaco en paralelo con la
frecuencia cardiaca. Pero, si ésta es demasiado rapida, el gasto
cardiaco se puede reducir por acortamiento excesivo de la fase de
llenado ventricular, recuperdndose el gasto al reducirse o
normalizarse la frecuencia cardiaca.

Por otro lado, una frecuencia cardiaca alta, mantenida el
tiempo suficiente, puede producir disfunciéon ventricular izquierda,
fenotipicamente similar a la de la miocardiopatia dilatada, la cual es
parcial o completamente reversible después de un tiempo tras la
normalizacién de la frecuencia cardiaca. Este es un hecho bien
conocido que se ha denominado con el término taquimiocardiopatia
o miocardiopatia inducida por taquicardia (Fenelon y cols., 1996) y
que se ha descrito tanto en la clinica humana como en modelos
animales. Sin embargo, se ha estudiado mucho menos el efecto que
episodios méas o menos breves (agudos) de taquicardia tienen sobre

la funcién y estructura miocérdica.

4.1.- Antecedentes.

A principios del siglo XX ya se conocia que taquiarritmias
cronicas o incesantes podian tener como consecuencia una
disfuncion ventricular. En 1913, Gossage y Braxton Hicks
describieron un caso de fibrilacion auricular en un hombre joven que
desarroll6 posteriormente una dilatacion ventricular e hipertrofia, lo

que les sugirié que la dilatacion ventricular y la hipertrofia “muy
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bien podrian ser consecuencia y no la causa de la fibrilacion
auricular”.

Trabajos posteriores en las décadas de 1930 y 1940,
documentaron casos de resolucion completa de insuficiencia
cardiaca congestiva tras cardioversion de fibrilacion auricular a
ritmo sinusal (Brill y cols., 1937; Phillips y Levine, 1949). Desde
entonces, se han publicado numerosas descripciones de fallo
cardiaco congestivo asociado con taquicardia auricular incesante y
descripciones de miocardiopatia reversible asociada con el control
del ritmo y la frecuencia de diversas taquiarritmias como la
fibrilacion auricular con respuestas ventriculares elevadas, la
taquicardia auricular, las taquicardias reciprocas por via accesoria y

la taquicardia por reentrada nodal (Shimbane y cols., 1997).

4.2.- Efecto de la taquicardia sobre la circulacion coronaria.

En condiciones normales, la taquicardia incrementa las
demandas miocardicas de oxigeno, lo que produce dilatacion de los
vasos de resistencia, reduccion de la resistencia vascular periférica
del miocardio, aumento proporcional en el flujo coronario y, como
consecuencia, dilatacion de las grandes arterias epicardicas
coronarias. Como ya se ha explicado en otro apartado de esta
introduccion, cuando la microcirculacion esta dilatada al maximo, el
flujo coronario se hace dependiente de la presion arterial y de los
determinantes de la resistencia al flujo extravasculares (como la
presion telediastolica ventricular) (Hoffman, 1978). Cuando la

frecuencia cardiaca sigue aumentando durante la taquicardia en un
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corazén con la microcirculacion dilatada al maximo, se reduce de
forma intensa la perfusion del subendocardio mientras la perfusion
epicardica apenas experimenta cambios, haciendo mas vulnerable el
endocardio a la isquemia (Canty, 2007).

Pero ademas, la frecuencia cardiaca elevada tiene influencia
sobre el flujo coronario porque se reduce el tiempo diastélico
disponible para la perfusion miocardica. Si a esto unimos que la
reserva coronaria también se puede reducir por incrementos en los
otros determinantes del consumo miocardico de oxigeno (presion
sistolica y contractilidad) todo ello explica que pueda haber
isquemia en presencia de coronarias normales (Hoffman, 1987).

Asimismo, el tiempo en que un corazon esta sometido a una
taquicardia influye de forma determinante en su perfusion. Se ha
demostrado en modelos caninos y porcinos de taquimiocardiopatia,
que una taquicardia supraventricular mantenida durante 3-4 semanas
reduce el flujo coronario subendocardico y subepicardico de forma
significativa, con una reduccion de la relacion flujo subendocérdico-
flujo subepicardico, lo cual demuestra un traslado del flujo coronario
transmural desde el subendocardio al subepicardio. (Spinale y cols.,
1992).

Asi mismo, se ha demostrado que una taquicardia inducida y
mantenida el tiempo suficiente causa un remodelado de los capilares
miocéardicos que se asocia a una reduccion del flujo sanguineo
miocardico, a dafio en el miocardiocito y a disfuncidon ventricular

izquierda (Spinale y cols., 1992).
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4.3.- Efecto de la taquicardia sobre la funcién miocardica.

Tanto la taquicardia incesante en el ser humano como la
estimulacion rapida en modelos animales experimentales produce
disfuncion contractil y miocardiopatia dilatada. Se han descrito
alteraciones estructurales y funcionales como la distorsion de los
elementos contractiles (Komamura y cols., 1993), reduccion de la
reserva de flujo coronario (Shannon y cols., 1993), alteraciones de la
disponibilidad de calcio por el reticulo sarcoplasmico (O Rourke y
cols., 1999), aumento de las sefales proapoptéticas (Heinke y cols.,
2001), disbalances metabdlicos y desplazamiento en el uso de
sustratos metabodlicos (Nikolaidis LA y cols., 2001).

En modelos animales, la estimulacion rapida auricular o
ventricular produce disfuncion biventricular sistdlica y diastolica
cuya severidad estd en relacion directa con la frecuencia y duracion
de la estimulacion (Damiano y cols., 1987; Moe y cols., 1988).
Spinale y cols. (1990) estudiaron en cerdos los efectos de una
estimulacion auricular rapida (al doble de la frecuencia sinusal
inicial) sobre la funcién y hemodindmica ventriculares; hallaron que
la taquicardia no modificaba de forma inmediata ni la fraccion de
eyeccion ni la presion sistolica pico del ventriculo izquierdo (VI)
aunque si se aumentd la PtDVI. Sin embargo, tras 7 dias de
taquicardia supraventricular, se detectaba una reduccion significativa
en la fraccion de eyeccion tanto del VI como del VD.

El fallo cardiaco inducido por taquicardia se caracteriza por
presiones ventriculares de llenado elevadas (Howard y cols., 1991;

Shannon y cols., 1991) y depresion severa de la funcion sistolica
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tanto del ventriculo izquierdo (hasta un 55% de reduccion) como del
derecho (Ohno y cols., 1994; Morgan y cols., 1989). El gasto
cardiaco se reduce y la resistencia vascular periférica se eleva
(Tanaka y cols., 1992). Esta marcada disfuncion ventricular sistolica
se ha demostrado que resulta de la pérdida intrinseca de la
contractilidad miocérdica evaluada por indices en el corazén entero
o en miocitos aislados (Shannon y cols., 1991; Tanaka y cols., 1992;
Moe y cols., 1992; Komamura y cols., 1992).

Sin embargo, el efecto que la taquicardia de corta duracion
tiene sobre la funcion del miocardio se ha estudiado menos. Aunque
en el trabajo de Spinale y cols (1990) no se encontraron efectos
significativos de la taquicardia sobre la contractilidad miocardica
inmediatos, Hernandiz y cols. (2008) publicaron recientemente
reducciones en los pardmetros de funcion ventricular con
sobreestimulaciones de corta duracion (10, 20 y 40 minutos) aunque
este efecto dependi6 del lugar desde donde se realizd dicha
estimulacion. Si la estimulacion se realizaba en auricula derecha, los
pardmetros de funcion ventricular no se modificaron. Pero, si la
estimulacién era ventricular se alteraban tanto los parametros
globales como regionales de funcion ventricular. Y esta alteracion
fue, a su vez, dependiente del tiempo que durd la estimulacion,
encontrandose diferencias solo cuando la estimulacion duraba 40

minutos.
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4.4.- Efectos metabolicos de la taquicardia.

Coleman y cols. (1971) demostraron que los depdsitos
energéticos y enzimaticos se reducian significativamente en perros
tras una taquicardia crénica, cambios que eran similares a los que se
detectaban tras una isquemia miocardica aguda. Por otro lado, Tripp
y cols. (1986) demostraron que la taquicardia aguda en perros no
reducia significativamente los depositos energéticos miocardicos en
comparacion con los controles. Una posible explicacion de la
reduccion de los sustratos energéticos con la taquicardia cronica
pero no con la aguda podria ser el desarrollo de isquemia por
reduccion del flujo coronario subendocardico que se produce con
mas intensidad en el modelo crénico (Spinale y cols., 1989). Este
mismo grupo publico un afio después una reduccion significativa de
la actividad de la creatincinasa tras siete dias de sobreestimulacion
auricular a frecuencia el doble de la sinusal en cerdos (Spinale y
cols., 1990). Posteriormente, Marin-Garcia y cols. (2001),
demostraron una reduccion de la actividad de los enzimas
respiratorios  mitocondriales en un modelo canino de
taquimiocardiopatia, y no lo atribuyeron a una reduccion del nimero
de mitocondrias o a necrosis, si no a disfunciéon mitocondrial que
relacionaron con fendémenos de estrés oxidativo.

Finalmente, en los modelos animales de taquimiocardiopatia
se ha descrito que existe una intensa activacion neurohormonal con
elevacion en plasma del peptido natriurético atrial, epinefrina,

norepinefrina y de la actividad del sistema renina y aldosterona, al
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igual que ocurre en otras formas de fallo cardiaco avanzado (Moe y

cols., 1989; Cosin-Aguilar y cols., 2009).

5.- Introducciodn al estrés oxidativo.

5.1.- Antecedentes.

Carl Wilhem Scheele (1742-1786) farmacéutico y quimico
sueco (aunque de origen aleman), se atribuy6 el descubrimiento del
oxigeno, en su libro Chemische Abhandlung von der Luft und dem
Feuer (Tratado quimico del aire y del fuego) publicado en 1777. Sin
embargo, tradicionalmente este descubrimiento habia sido atribuido
al quimico inglés Joseph Priestly (1733-1804), quien lo descubri6 de
manera independiente a Scheele en 1772. Pero el primero en
publicar un trabajo sobre este gas y darle nombre, fue el quimico
francés Lavoisier (1743-1794). Utilizé para ello dos raices griegas
O&bc (oxys) (4cido, literalmente "punzante", por el sabor de los
acidos) y -yevig (-genés) ("generador, que engendra"), porque creyd
que el oxigeno era un constituyente indispensable de los acidos.
Desde entonces, ha habido una necesidad de controlar y conocer la
interaccion de este gas con los organismos. En 1775, Priestly
describio la toxicidad de la molécula de oxigeno sobre diferentes
organismos, lo que llevd, dos siglos después, a promover su uso
como terapia contra ciertas infecciones bacterianas (Brummelkamp
y cols., 1963; Halliwell y Gutteridge, 1999) y en terapia hiperbarica
y radioterapia (von Sonntag, 1987).

El oxigeno elemento (O) existe en el aire como una molécula
diatomica (O;), la cual en sentido estricto deberia ser llamada

dioxigeno. El O, aparecié en cantidades significativas en la tierra

39



Capitulo 1 Introduccién

hace unos 2500 millones de afos, habiéndose sugerido que se debid
a las cianobacterias al adquirir éstas la capacidad de escindir la
molécula de agua y liberar oxigeno (Harman, 1956). El incremento
de la concentracion de O, en la atmosfera obligd a los
microorganismos anaerobios a restringirse a medios donde el
oxigeno no pudiera penetrar, mientras que otros evolucionaron
desarrollando defensas antioxidantes que les permitiera sobrevir en
condiciones aerobicas. Esta evolucion hacia organismos aerobios
produjo una serie de transformaciones metabolicas que permitieron
la utilizacion del O, para obtener energia por medio de la cadena de
transporte de electrones. Por lo tanto, se hizo necesario el desarrollo
de defensas antioxidantes durante la evolucion de los organismos
aerobios (Kohen y Nyska, 2002).

El estrés oxidativo es consecuencia de la exposicion de la
materia viva a los radicales libres y especies reactivas dependientes
del oxigeno (EROs), generadas como subproductos de su
metabolismo aerobio y cuya produccion aumenta ante cualquier
lesion tisular. La sobreexposicion a los radicales libres produce una
ruptura del equilibrio que debe existir entre los factores prooxidantes
y los mecanismos de defensa antioxidante, encargados de eliminar
dichas especies quimicas reactivas. Todo ello acarrea alteraciones
severas de la relacion entre estructura y funcion en cualquier 6rgano,
sistema o grupo celular especializado del organismo. Por lo tanto, se
reconoce al estrés oxidativo como un mecanismo general de dafio
celular implicado en la etiopatogenia de numerosas enfermedades
(Ames y cols., 1993).
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5.2.- Terminologia y definiciones.

5.2.1.- Radicales libres y especies reactivas del oxigeno (EROs).
Desde el punto de vista quimico un radical libre es toda

especie quimica, atomo, molécula o parte de esta, cargada o no, que

en su estructura presenta uno o varios ¢ desapareados. Los radicales

libres son muy inestables y tienden a recuperar la estabilidad perdida

lo que pueden lograr de dos formas: bien cediendo el ¢ desaparcado

(agente reductor), o bien captando un e (agente oxidante). Asi,
cuando un atomo, por ejemplo de oxigeno, acepta electrones, hace
que otra sustancia los pierda (y por tanto se oxide) (Hrbac y Kohen,
2000). En biologia, el proceso de oxidacion se acompana siempre de
un proceso de reduccion en el cual suele haber una pérdida de
oxigeno, mientras que en los procesos de oxidacion hay una
ganancia de oxigeno. Tales reacciones, denominadas redox, son la
base de numerosas vias del metabolismo de los seres vivos.

Los radicales libres son conocidos en quimica desde
principios del siglo XX, aunque solo a partir de la segunda mitad de
ese siglo se les atribuy6 un papel deletéreo para el medio celular y
en el proceso de envejecimiento (Denham, 1956; Gilbert, 1981). Son
muy reactivos y tienen una vida media muy corta por lo que actiian
cerca del sitio donde se forman ya que no tienen mucho tiempo para
difundir. En este proceso, el &tomo atacado pierde o gana electrones,
pudiéndose convertir a su vez en otro radical libre (Basaga, 1989).

El oxigeno molecular (O;), también es considerado un

radical libre ya que contiene dos electrones desapareados en dos
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oOrbitas diferentes, y por tanto es un biradical, aunque su reactividad
es muy baja en comparaciéon con la de otras especies reactivas
dependientes del oxigeno (Reiter y cols., 1998).

El término EROs incluye tanto a los radicales libres
relacionados con el oxigeno como a otras especies no radicales que
siendo precursores y derivados de estos, participan en reacciones
que causan aumento de los agentes prooxidantes (Beckman y
Koppenol, 1996). Asi, las EROs se puede clasificar en dos grupos de
compuestos: radicales y no radicales.

El grupo radical, a menudo llamado radicales libres (término
incorrecto ya que todo radical es siempre libre), contiene
compuestos como el radical 6xido nitrico (o monoxido de nitrogeno)
(NO), el i6n superdxido (O, ), radical hidroxilo (OH) y los
radicales peroxilo (ROO") y alcoxilo (RO"). Estas especies son
radicales porque contienen al menos un electréon desapareado en las
capas alrededor del nucleo atomico y son capaces de existir con
independencia (Halliwell y Gutteridge, 1999). La existencia de un
electron desapareado hace que sean inestables y tiendan a la
estabilidad, bien donando o aceptando otro electron.

El grupo de compuestos no radicales incluye un amplio
nimero de sustancias, algunas de las cuales son extremadamente
reactivas. Entre estos compuestos estdn el &4cido hipocloroso
(HCI10), el peroxido de hidrogeno (H,Os), los perdxidos organicos,
los aldehidos y el ozono (O3).

Un avance crucial en el campo de la interaccion del oxigeno

con el organismo humano fue el descubrimiento en 1969 de la
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enzima superoxido dismutasa (SOD) (McCord y Fridovich). Este
descubrimiento permitié la descripcion de la teoria de la toxicidad
por radicales superoxido (Halliwell y Gutteridge, 1999), la cual fue
foco de mucha investigaciéon en envejecimiento, desarrollo de
organismos, enfermedades y senales celulares.

Los derivados oxidantes del oxigeno pueden causar dafio a
lipidos, ADN, proteinas y a los sistemas de defensa antioxidante. El
organismo debe confrontar y controlar tanto la presencia de
oxidantes como de anti-oxidantes de forma continua. Sabemos que
el equilibrio de estos dos sistemas es vital para la célula. Un
desequilibrio hacia un incremento de la capacidad oxidante sobre la
anti-oxidante se define como estrés oxidativo y puede dar lugar a

dafio por oxidacion.

5.2.2.- Bioquimica de las EROs.
Los radicales libres pueden formarse en una molécula
mediante la ganancia de un electrén, por ejemplo en la reduccion del

oxigeno molecular (O,) a anidn superdxido (O, ).

O, + e — 02_

El superéxido producido durante la primera reaccion es una
ERO de vida muy corta (~ 2-4 useg.) y de difusion fécil. En el
medio celular, O, puede producir peroxidacién lipidica, debilitando
la membrana celular. La reduccion completa del O, resulta en la

formacion de superoxido, perdoxido de hidrogeno (de vida
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relativamente mas larga y estable) y otros productos como el
oxigeno triplete (302), el oxigeno singlete (102), el radical hidroxilo
(OH) y el radical hidrogeno (H").

El peroxido de hidrogeno es un agente oxidante no
especialmente reactivo. Puede difundir a través de las membranas
celulares y alcanzar estructuras celulares alejadas de donde se
origin6. Pero su importancia radica en que es una fuente de radicales
de hidrogeno. En ausencia de catalizadores metalicos, el superdxido
y el peréxido de hidrogeno son eliminados con facilidad y son
virtualmente inofensivos. Por el contrario, el radical hidroxilo es
extremadamente reactivo, reaccionando con la mayoria de
biomoléculas a una velocidad tan alta que la velocidad de reaccion
depende casi exclusivamente de la tasa de difusion a traves del

medio (Misra, 2009). Es decir, tan pronto como los reactivos se

encuentran, reaccionan, por lo que el OH es la forma mas dafiina de

EROs. Se sabe que los OH se producen por la reaccion de Haber-

Weiss (Haber y Weiss, 1932). En esta reaccion, el primer paso del
ciclo catalitico se produce por la reduccion del cation férrico a cation

ferroso:

Fe3+ +0, — F62+ + O,
El segundo paso es una reaccion de Fenton,

Fe?' + H,0, — Fe** + OH + «OH
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La reaccién neta es:

O, + H O, —- «OH + OH + O,

Fenton (1894) describi6 la interaccion entre el ion Fe** y el
H,0,. Cuarenta afios después, la reaccion de Fenton sirvid para
explicar la produccion de radicales hidroxilo y su poder oxidante.
Mias tarde se ha reconocido que esta reaccion (Fe*™ + H,0, — Fe' +
OH" + OH ) explica gran parte del dafio oxidativo que se produce
en los medios biologicos (Sawyer y Valentine, 1981). El hierro y el
cobre, dos de los metales de transicion mas abundantes en los
tejidos, poseen electrones desapareados que pueden convertir
oxidantes relativamente estables en potentes oxiradicales (Halliwell

y Gutteridge, 1999).

5.2.3.- Fuentes de EROs (figura 6).

El oxigeno es utilizado por los organismos aerobios como
aceptor final de electrones durante el proceso de respiracion
mitocondrial. En este proceso se genera energia en forma de ATP y
es inevitable la formacion de subproductos a partir del oxigeno
(EROs). Por lo tanto, las células estdn expuestas a una gran variedad

de EROs provenientes tanto de fuentes exogenas como endogenas

(Kohen and Gati, 2000).
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5.2.3.1.- Fuentes endogenas de EROs.

La principal fuente de radicales libres en las células
eucariotas es la mitocondria. Se producen principalmente durante la
fosforilacién oxidativa, que es un proceso metabolico que utiliza
energia liberada por la oxidacién de nutrientes para producir ATP.
Consta de una cadena de reacciones acopladas catalizadas
enzimaticamente por una serie de 5 complejos situados en la
membrana interna mitocondrial (Yu, 1994).

En la fosforilacion oxidativa, los electrones son transferidos
desde el nicotin adenina dinucleétido reducido (NADH) al oxigeno
molecular a través de la cadena de transporte de electrones (CTE)
que estd formada por los complejos enzimaticos I (NADH
deshidrogenasa), II (succinato-ubiquinona oxidoreductasa), III
(ubiquinol-citicromo oxidoreductasa) y IV (citocromo ¢ oxidasa). La
consecuencia de esta transferencia de electrones es la creacion de un
gradiente electromecénico a través de la membrana interna
mitocondrial. El complejo V (ATP sintetasa) sintetiza ATP a partir
de ADP y fosfato inorgdnico. Este ATP es intercambiado por el
ADP del citosol por la adenina nucledtido translocasa.

El oxigeno, que en los organismos aerobios es el aceptor
final de este flujo de electrones, puede generar *O, al recibir un
unico ¢, en la transferencia que ocurre en el cuarto paso de la
respiracion mitocondrial (Nohl y Hegner, 1978). Las enzimas
dependientes del NADH son otra fuente de radicales libres en la

mitocondria.
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En el miocardiocito, las reacciones anteriores se aceleran
bien cuando existe una tension de oxigeno por encima de lo normal
o bien cuando se lesiona la mitocondria; estas reacciones son la
principal fuente de EROs durante la isquemia y la reperfusion
(McCord, 1987).

Otras fuentes endogenas de EROs en el miocardiocito son la
B-oxidacion de acidos grasos, la sintetasa del 6xido nitrico (NOS), la
NADPH oxidasa, el metabolismo de la enzima citocromo P450, las
vias de la lipooxigenasa (LOX) y de la ciclooxigenasa (COX) y la
autooxidacion de diversas sutancias, particularmente catecolaminas

(Bindoli, 1988; Kevin, 2005).

5.2.3.2.- Fuentes exdgenas de EROs.

Las fuentes exdgenas de EROs incluyen los contaminantes
medioambientales (humos de combustion de vehiculos, tabaco,
industriales, etc), gases deletéros como el ozono, altas
concentraciones de oxigeno (cdmaras hiperbaricas), radiaciones
ionizantes (rayos Yy, rayos X) y no ionizantes (rayos ultravioleta),
farmacos (adriamicina, nitroglicerina, ciertos anestésicos), tOxicos
(herbicidas y pesticidas), bacterias, virus y toxinas (Kohen y Gati,
2000; Shadyro y cols., 2002).

Aunque la exposicion del organismo a las EROs de fuentes
exogenas es muy alta, la exposicion a fuentes enddgenas es mucho
mas importante ya que se trata de un proceso continuo a lo largo de

la vida celular y del organismo (Farré y Casado, 2001).
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5.3.- Dianas de las EROs.

5.3.1.- Lipidos, proteinas y acido desoxirribonucleico (ADN).

Entre las dianas biologicas mas vunerables al dafio oxidativo
estan ciertas enzimas, membranas lipidicas y el ADN. Todas las
membranas celulares son especialmente vulnerables por su alta
concentracion de acidos grasos poliinsaturados (AGPs). El dafio a
los lipidos suele producir peroxidacion, es decir degradacion
oxidativa de los lipidos, que puede desencadenar una reaccion en
cadena en la membrana celular y peroxidacién de todos los lipidos
insaturados de la misma (Meral y cols., 2000).

Las proteinas también son constituyentes de las membranas y
pueden ser diana de las EROs sufriendo peroxidacion, dafio en
aminoacidos, cambios en su estructura terciaria, degradaciéon y
fragmentacion. Las consecuencias son pérdida de actividad
enzimatica, alteracion de la funcion y estructura celular (Levine y
cols., 2001).

Aunque el ADN es una molécula estable, las EROs pueden
interaccionar con ¢l y causarle dafio: modificando bases, causando
roturas simples o dobles de la doble hélice, pérdida de purinas, y
otras bases. El ADN es mas sensible a unas EROs que a otras;
particularmente peligrosas son las inducidas por radiaciones

1onizantes.
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5.3.2.- La mitocondria.

Las proteinas mitocondriales, lipidos y el ADN mitocondrial
(ADNmt) pueden llegar a ser no funcionales por el efecto de la
oxidacion. Los enzimas o complejos enzimaticos mas afectados
incluyen la aconitasa, cetoglutarato deshidrogenasa, piruvato
deshidrogenasa y los complejos I (NADH deshidrogenasa), II
(succinato-ubiquinona oxidorreductasa) y III (ubiquinol-citocromo
oxidoreductasa) de la CTE (Rocha y Victor, 2007). La inactivacién
oxidativa de la ADNmt polimerasa enlentece la replicacion del
ADNmt y por tanto conduce a una inactivacion de la fosforilacion
oxidativa, reduccion del aporte de ATP y atenuacion de los procesos
dependientes de energia de la célula (Graziewicz, 2002).

La cardiolipina, un componente bioenergético importante de
la mitocondria, es una diana precoz de las EROs tanto por su alto
contenido en 4cidos grasos insaturados como por su proximidad a la
CTE. La oxidacion de la cardiolipina impide la actividad del
complejo I de la CTE e induce la liberacion de citocromo c¢
(Paradies, 2004).

Por tanto la alteraccion por la EROs de ADNmt, lipidos y
proteinas mitocondriales puede alterar la funcion mitocondrial y

tener un impacto fisiopatolégico.
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FUENTES DE EROs

Mitocondria
Catecolaminas
Ciclooxigenasa
Lipooxigenasa
NADPH oxidasa

Xantino oxidasa

Defensas Antioxidantes

No enzimadticas

Glutation
Tioredoxina
Vitaminas C, A, E.

Enzimaticas

Catalasa
Glutation peroxidasa
Superoéxido dismutasa

Figura 6.- Fuentes de Especies reactivas de Oxigeno (EROs) y defensas
antioxidantes. Un exceso de EROs se producen durante la isquemia/reperfusion,
pudiendo llegar a un desequilibrio con las defensas antioxidantes, lesionando la
célula. Modificado de Misra y cols. (2009).

5.4.- Mecanismos de defensa de la célula contra el estrés oxidativo.
La exposicion continua a los oxidantes ha hecho que la célula
y el organismo desarrollen mecanismos de defensa. De entre ellos,
uno de los mas importante es el de los antioxidantes (figura 6). Este
sistema se constituye por dos grupos principales: las enzimas
antioxidantes y los antioxidantes de bajo peso molecular (o
neutralizadores). Entre las primeras destacan la superoxido
dismutasa (SOD), la catalasa y la glutation peroxidasa (GPx). Entre
los segundos, el glutation, un tripéptido (acido glutdmico-cisteina-
glicina) que contiene un grupo tiol en su forma reducida (GSH). En

efecto, el glutation reduce cualquier enlace disulfuro formado al
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actuar como un donante de electrones. En el proceso, el glutation se
convierte en su forma oxidada disulfuro de glutation (GSSG). El
glutation se encuentra casi exclusivamente en su forma reducida, ya
que la glutation reductasa, es constitutivamente activa y cataliza la
reduccion de glutation oxidado a reducido. De hecho, la proporcion
de glutatién reducido respecto al glutation oxidado se utiliza como
una medida de la toxicidad celular (Gul y cols., 2000; Gallogly y
Mieyal, 2007).
Son varios los sistemas enzimaticos que han aprovechado el
enorme potencial reductor del glutation:
- actividad glutation peroxidasa: esta familia de enzimas
cataliza la oxidacion de glutation reducido (GSH) a

oxidado (GSSG) a expensas de ROOH . Pueden reducir

tanto H,O, como perdxidos organicos libres y peroxidos
de 4cidos grasos.

- La glutation reductasa, que proporciona GSH para la

actividad glutation peroxidasa.

- La glucosa 6-P deshidrogenasa, que proporciona NADPH

para la actividad glutation reductasa.

Bajo condiciones fisioldgicas, el nivel de EROs esta
controlado por la SOD, la catalasa y la GPx, ademas de por
antioxidantes como el 4cido ascorbico, tocoferol o carotenoides y
flavonoides. Sin embargo, durante la reperfusiéon que sigue a un
periodo de isquemia, puede que la SOD, catalasa y GPx sean
incapaces de compensar la produccion excesiva del radical

superoxido y de H,O, (Winckler, 1987). El exceso de H,O, puede
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causar degradacion de los anillos sem de la hemoglobina, liberando
Fe, el cual es capaz de estimular la produccion de OH y la

lipoperoxidacion en los eritrocitos (Wells, 1990).

5.5.- Métodos para determinar el estrés oxidativo.

Los métodos para determinacion del estrés oxidativo se
pueden clasificar en 3 grupos: la cuantificacion de radicales, la
cuantificacién de marcadores del dafio oxidativo y la cuantificacion

de los sistemas de defensa antioxidante.

5.5.1.- Cuantificacién de radicales.

Pueden ser técnicas directas o indirectas. Las Uinicas técnicas
para la deteccion directa de radicales son la resonancia del espin de
los electrones, que permite la deteccion de radicales relativamente
estables, y el método de atrapamiento del espin con el cual, un
radical altamente reactivo como el OH’, reacciona con una molécula
de atrapamiento para producir un radical estable que puede ser
cuantificado (Mason, 1996). Como métodos indirectos se utilizan los

marcadores inmuno-histoquimicos.

5.5.2.- Cuantificacion de marcadores de dafio oxidativo.

Se basan en la cuantificacion de los productos finales de la
interaccion entre EROs con macromoléculas biologicas como el
ADN, proteinas, lipidos y los antioxidantes de bajo peso molecular.
La aparicién de estos productos demuestra la existencia previa de

EROs. Entre las técnicas mas utilizadas se encuentran la
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cuantificacion de la peroxidacion lipidica. La lipoperoxidacion es un
proceso complejo consistente en 3 etapas, iniciacion, propagacion y
terminacion (Halliwell y Gutteridge, 1999). Para cada estadio se
dispone de diversos métodos para cuantificar el proceso y su
progreso. Por ejemplo, debido a que la lipoperoxidacion produce
pérdida de substratos, como cadenas de acidos grasos insaturados, la
medida del contenido de lipidos antes y después de la exposicion
puede indicar peroxidacion. Otro método es la medicion de la
formacién de perdxido durante el proceso. Entre los numerosos
métodos desarrollados con este propdsito, algunos desvelan la
formacién total de perdéxido mientras que otros determinan
perdxidos especificos caracterizandose por la formacién de dienos
conjugados que pueden ser medidos facilmente mediante métodos
espectroscopicos (Kohen and Nyska, 2002). En el proceso final del
proceso de peroxidacion los perdxidos se descomponen a aldehidos
como el malondialdehido (MDA), el cual puede ser detectado por
acido tiobarbiturico dando un color rosa caracteristico. Los
productos finales de los aldehidos se les denomina especies reactivas
del 4cido tiobarbiturico y su uso es amplio en la valoracion del

estado de peroxidacion (Gutteridge y Tickner, 1978).

5.5.3.- Cuantificacion de los sistemas de defensa antioxidante.

Son muchos los métodos que existen para evaluar la
actividad y composicion de las enzimas antioxidantes, las cuales,
junto a los antioxidantes de bajo peso molecular, constituyen los dos

sistemas principales de defensa antioxidante. Algunas técnicas
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utilizan la espectroscopia o la actividad en gel y otras utilizan
técnicas inmunocitoquimicas.

La evaluacion de las enzimas antioxidantes pueden indicar
una exposicion de la célula al estrés oxidativo pero estas enzimas
estan bajo regulacion y se puede detectar un aumento de su actividad
en vez de una reduccion. Las EROs pueden, por un lado, servir
como estimulantes para la induccion de enzimas antioxidantes y por
otro lado danarlas.

La determinacién de los productos de los antioxidantes de
bajo peso molecular puede servir como un indicador mejor de
interaccion con EROs. La determinacion del cociente entre
oxidantes y reductores (como por ejemplo GSH/GSSG) se convierte
asi en un indicador de dafio oxidativo y es uno de los procedimientos
mas ampliamente utilizado para cuantificar la actividad antioxidante
total (Prior y Cao, 1999). La determinacion de la actividad total de
los antioxidantes de bajo peso molecular en vez de antioxidantes
concretos es importante porque los antioxidantes de bajo peso
molecular funcionan de forma integral (Berry y Kohen, 1999).

Diversos métodos permiten medir la actividad total de los
antioxidantes de bajo peso molecular, tanto directos como
indirectos. Los métodos indirectos son aquellos que miden factores
secuenciales de la capacidad redox tales como productos de
oxidaciéon formados o concentraciones de parejas de compuestos en
estado reducido-oxidado, como la medicion de las parejas
GSH/GSSG (Akerboom y Sies, 1981), acido ascorbico/ascorbato o

NADH/NAD+. Estos métodos asumen que existe un tampén o

54



Capitulo 1 Introduccién

amortiguador redox en forma de una pareja que es sensible a los
cambios redox del medio es decir que reflejan cambios en el poder
reductor de la muestra medida lo que correlaciona con todos los
antioxidantes de bajo peso molecular. Los métodos directos pueden
ser de dos tipos, quimicos y eléctricos, y utilizan una sonda externa

para medir la capacidad reductora u oxidante de un sistema.

5.6.- Concepto de estrés reductivo.

El equilibrio redox es esencial para muchos procesos
biologicos. De la misma forma que el estrés oxidativo, el cual
consume sustancias reductoras (p. ej. reduce el cociente
GSH/GSSG), se ha implicado en numerosas enfermedades
cardiacas, podria ocurrir que un desequilibrio inverso provocara un
estrés reductivo (p.e. un incremento del cociente GSH/GSSG), el
cual tendria efectos deletéreos similares. El fendmeno del estrés
reductivo ha sido demostrado en eucariotas inferiores (Simons,
1995; Trotter y Grant, 2002). Recientemente se ha publicado que un
tipo especifico de miocardiopatia por agregacion de proteinas podria

estar mediada por el estrés reductivo (Rajasekaran, 2007).
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6.- Modelos animales.

6.1.- Modelos animales de isquemia-reperfusion.

6.1.1.- Isquemia regional.

En los modelos animales de isquemia regional se han
utilizado animales pequefios como la rata y el conejo pero la
instrumentacion in-situ del miocardio est4 limitada por el tamafio del
corazén y de los vasos coronarios. Otro problema adicional de la
utilizacion de animales pequefios es que la reperfusion no siempre se
consigue cuando se libera la coronaria ocluida. Ademas la
cuantificacion del flujo coronario es dificil y muchas veces hay que
recurrir a la objetivacion visual de desaparicion de la cianosis para
verificar que ha existido reperfusion (Seyle y cols., 1960). Otra
limitacion es que en roedores, el miocardio sufre necrosis
precozmente, siendo casi completa tras menos de 30 minutos de
isquemia (Schaper y cols., 1988).

Por tanto no sorprendera que hayan sido animales grandes
los mas utilizados en el estudio de los fendmenos de la isquemia
miocardica regional. Se han utilizado perros, primates, herbivoros
grandes como la oveja, sin embargo, debido a diversas razones como
la presion social en contra de la utilizacién de perros o primates en
experimentacion animal y el coste del mantenimiento y manejo de
otras especies, ha hecho que el cerdo se haya convertido en el animal
mas utilizado en nuestros dias (Tumbleson, 1986). Ademas, el

corazon porcino tiene una similitud anatémica con el humano que lo
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hace preferible al de otros animales. En el presente estudio ha sido el
modelo porcino el elegido por lo que en esta introduccién nos
centraremos en el mismo, haciendo comparaciones con otros

modelos.

6.1.1.1.- importancia de la circulacion colateral.

Cuando se ocluye una arteria coronaria el desarrollo de un
infarto depende no solo del tiempo de isquemia si no de la presencia
o no de circulacion colateral. El grupo de Schaper demostréd que
existen diferencias importantes en el grado de colaterizacion entre
especies. Asi, los perros tienen una red de colaterales bien
desarrollada, que incluso varia bastante entre individuos, mientras
que el flujo por colaterales en cerdos y primates es muy bajo (< 5%
del flujo transmural). En roedores se ha visto que la circulacion
colateral en la rata es escasa y en el conejo existen diferencias
importantes intraespecie. Por el contrario, el cerdo de guinea tiene
una red de colaterales muy extensa de tal manera que a pesar de una
oclusiéon completa coronaria, no se consigue producir necrosis
transmural. Los gatos también tienen una buena red de colaterales
aunque no suficiente para prevenir un infarto (Schaper, 1988). Otro
aspecto importante es que un modelo animal apropiado debe reflejar
la distribucion espacial de la necrosis en humanos, con inicio de la
misma en el subendocardio. Esto ocurre en perros, primates y cerdos
pero no en pequenos roedores (Fujiwara y cols., 1989; Guo y cols.,
1998). Todas estas diferencias tienen implicaciones practicas debido

a que, aunque los cerdos y los primates difieren de los perros en la
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extension de sus colaterales, ambos modelos pueden representar
grupos diferentes de pacientes con enfermedad coronaria en estadios
evolutivos distintos ya que muchos pacientes apenas presentan
circulacion colateral en fases precoces de la enfermedad coronaria y
por otro lado, en pacientes con cardiopatia isquémica crénica de
larga evolucion se pueden desarrollar colaterales y el perro pudiera

ser un modelo més apropiado.

6.1.1.2.- Influencia de las condiciones experimentales.

La mayoria de estudios sobre isquemia miocéardica realizados
en el laboratorio se llevan a cabo sobre animales anestesiados, ya sea
con el torax abierto o cerrado. La utilizacién de animales conscientes
instrumentalizados de forma crénica no se ha extendido por que,
aunque evita la influencia de los anestésicos y del trauma de la
apertura del torax, requieren de una cirugia mas elaborada bajo
condiciones estériles, del implante de dispositivos de medida mas
sofisticados y caros, de un cuidado y mantenimiento veterinario de
los animales complejo y de mas coste. Ademas, las preparaciones
con el torax abierto tienen la ventaja de que la funcion regional y el

metabolismo pueden ser estudiados con mas detalle.

Anestesia, gases sanguineos y temperatura.

Aunque los estudios con animales conscientes, sin el efecto
de farmacos (como los anestésicos) que afecten a la funcion
ventricular, son preferibles, su complejidad y coste los relegaron a

favor de estudios en animales anestesiados, mas sencillos de
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controlar. Ahora bien, hay que tener en cuenta que en los
experimentos que utilizan animales anestesiados se ha demostrado
que la anestesia influye sobre la funcion ventricular. Asi, para un
mismo protocolo experimental, la disfuncion contractil posisquemia
es mayor en perros anestesiados con pentobarbital que en perros
despiertos, a lo que contribuiria no solo el efecto farmacologico si
no también un mayor estrés oxidativo (Triana y cols., 1991). Sin
embargo, no se han encontrado grandes diferencias entre modelos
con animales anestesiados segun el estudio fuera con el torax abierto
o cerrado (Conradie y cols., 1999; Larsen y cols., 2008).

El tipo de anestésico utilizado también influye en los
resultados del experimento. En estudios sobre modelos caninos en
los que se compard anestésicos volatiles (halotano e isoflurano) con
fentanilo y mofina/a-cloralosa/uretano, la anestesia volatil result6 en
una mejor recuperacion de la funcion contréctil tras 15 minutos de
oclusion coronaria (White y cols., 1994; Kanaya y Fujita, 1994). Sin
embargo, con concentraciones crecientes de anestésicos volatiles, la
frecuencia cardiaca y la presion arterial se reducen de forma dosis-
dependiente. Este efecto cardio-depresor es reversible y se ha
relacionado con la alteracion del acoplamiento excitacion-
contraccion, sobre todo por afectacion de la funcion del reticulo
sarcoplasmico (Hanley y cols., 2004).

También la seleccion del anestésico es crucial en
experimentos donde el tamafo del infarto es una variable de estudio.
Se ha demostrado que los anestésicos volatiles tienen propiedades

cardioprotectoras y reducen el tamafio del infarto de una forma
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dosis-dependiente en conejos (Cope y cols., 1997) y en perros (Kehl
y cols., 2002). Ademas, estudios realizados en cerdos sugieren que
el uso de opiaceos en procedimientos experimentales con el torax
abierto también podrian tener efecto sobre el precondicionamiento
(Schulz y cols., 2001).

La acidosis produce depresion de la contractilidad
miocéardica (Williamson y cols.,, 1976) por lo que los gases
sanguineos arteriales y el pH deben ser monitorizados durante un
experimento agudo, es decir, con el animal anestesiado, y se deben
corregir ajustando los parametros de ventilacion, mediante infusién
de bicarbonato, etc. Otra variable importante en los estudios sobre
contractilidad miocardica es la temperatura, por lo que debe
controlarse no solo la temperatura corporal del animal si no también
la del quir6fano donde se realiza el experimento, particularmente en
el caso de estudios a torax abierto (Triana y cols., 1991). En cerdos,
el control de la temperatura corporal es un punto importante dada su
predisposicion a la hipertermia maligna, alteracion que se hereda en
estos animales de forma autosémica recesiva (Rosenberg y cols.,
2007). Dentro del rango normotérmico de 35-39 °C en cerdos, una
diferencia de un grado puede alterar el tamafo de un infarto en cerca
del 20% (Duncker y cols., 1996). Como los animales con el térax
abierto son mas susceptible a las variaciones de temperatura que los
animales con torax cerrado, se recomienda la utilizacion de sistemas

de calentamiento integrados en la mesa de operaciones.
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Instrumentacion quirurgica.

El primer determinante de la instrumentacion quirurgica del
modelo animal es la hipdtesis principal que se quiera contrastar. Los
modelos de torax abierto permiten un acceso Optimo a las arterias
coronarias y por tanto son especialmente utiles en estudios sobre
isquemia regional. Sin embargo, si se quiere estudiar la funcién
cardiovascular en condiciones fisiologicas y con un mejor control
del sistema nervioso autébnomo, los modelos en animales conscientes
son preferibles (Vatner y Braunwald, 1975).

En la mayoria de estudios experimentales sobre isquemia
regional, la isquemia se realiza, por tanto, en animales anestesiados
(ya sea con torax abierto o cerrado). Las preparaciones con el torax
abierto tienen la ventaja de que la funcion regional y el metabolismo
pueden ser estudiados con mas detalle. En estos experimentos la
isquemia se consigue mediante la oclusion completa o parcial de la
arteria coronaria. En los modelos con torax cerrado se suele utilizar
un balon intracoronario que precisa de radioscopia para su correcta
ubicacion. En los modelos con térax abierto se suelen utilizar pinzas,
oclusores hidraulicos, u otros dispositivos mecanicos (Hosko y cols.
1977). Estos métodos tienen la desventaja de que el control del flujo
coronario es dificil y requiere de la monitorizaciéon continua con
sondas Doppler o mediante el uso de microesferas. Existen métodos
mas complejos que permiten controlar las variaciones significativas
del flujo producidas por cambios en la presion de perfusion o
desplazamiento de los oclusores como los sistemas de circulacién

extracorporea (Liedtke y cols., 1988).
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Por tanto se precisa de una instrumentaciéon coronaria
cuidadosa para medir y manipular el flujo coronario. Este puede
medirse mediante sondas electromagnéticas o ultrasénicas
implantadas alrededor de la arteria de tal manera que se pueda
registrar el flujo fasico coronario. También se pueden utilizar guias
intracoronarias con transductores Doppler. Asi mismo técnicas de
imagen combinadas con el uso de contrastes permiten la medicion
no invasiva del flujo coronario mediante técnicas de diluciéon, como
las utilizadas en ecocardiografia de contraste con microburbujas
(Wei y cols., 1998), densitometria de contraste (rayos X) (Haude y
cols., 2000), tomografia computarizada y resonancia magnética con
gadolinio como agente de contraste (Carlsson y cols., 2010).

La manipulacién y oclusion coronaria en el cerdo tiene unas
particularidades. En esta especie, la oclusion completa proximal de
la arteria descendente anterior suele producir fibrilacion ventricular
(Hill y Gettes, 1980) y un infarto extenso del ventriculo izquierdo
con disfuncidon ventricular severa. Técnicas especiales como la
perfusion de la arteria coronaria mediante un sistema de circulacion
extracorporea permiten la perfusion controlada de un flujo residual
determinado, con lo cual se pueden estudiar zonas de miocardio
extensas sometidas a isquemia (Schulz, 1995). Sin embargo, con la
isquemia por bajo flujo el desarrollo de necrosis no es tan
homogéneo como cuando la oclusidon es completa por lo que en
estudios sobre necrosis, €l tamafio de la misma debe ser relativa al

area en riesgo o isquémica.
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6.1.2.- Isquemia global.

La isquemia miocéardica es generalmente de naturaleza
regional por estenosis u oclusion de una arteria coronaria. Sin
embargo en ocasiones se puede producir una isquemia global del
miocardio como durante una operacion de corazén con circulacion
extracorporea o durante una situacion que produzca hipotension
severa. La mayoria de modelos animales de isquemia regional han
utilizado animales grandes como el perro y el cerdo. Sin embargo,
los modelos de isquemia global han utilizado animales mas
pequenios instrumentalizados segliin la preparacion de Langendorff.
Originalmente, Langedorff utilizé su modelo para estudiar la funcion
contractil pero antes del cambio de siglo (1899) publico la relacion
entre el flujo fasico coronario y la contraccion del corazon. El
modelo de Langendorff ha sido modificado con el tiempo para
permitir estudios bajo diferentes condiciones de perfusion. Un punto
critico de este modelo es el tiempo que pasa entre la extraccion del
organo del animal y su fijacion al sistema de perfusion ya que el
ATP y el fosfato de creatina disminuyen a los pocos segundos tras el
explante. Tras la conexion al sistema de perfusion hay que esperar
unos 15-30 minutos hasta que los valores iniciales se alcancen. Todo
ello puede influir en los pardmetros de aturdimiento o
precondicionamiento que se pretenda estudiar. Ademas, en
comparacion a los modelos in vivo, los valores de la presion de
perfusion en los corazones aislados son menores. Otro problema es
el tipo de fluido a utilizar para la perfusion; con soluciones salinas

no se pueden utilizar presiones de perfusion elevadas ya que en el
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corazon aislado la resistencia microvascular es baja y se producirian
presiones elevadas a nivel capilar que, junto a presiones osmaoticas
bajas de la solucion, predispone al desarrollo de edema tisular. El
uso de sangre entera podria evitar este problema pero conlleva otros
problemas como la hipercoagulacion, hemolisis, formacion de
burbujas, etc., reduciéndose el tiempo durante el cual la preparacion
es estable. Muchos investigadores han afiadido sustancias al medio
de perfusion con el objeto de aumentar la presion osmotica o
aumentar la presion tisular, mediante la inmersion del 6rgano en un
bafio lleno del medio de perfusion. El edema intersticial es una
limitacion porque contribuye a una perfusion poco uniforme cuando
la isquemia cesa y se entra en la fase de reperfusion. Ademas, la
compresion microvascular no se produce por el edema intersticial si
no también por la aparicion de hipercontracturas (Humphrey y cols.,
1981). Este efecto se puede compensar parcialmente inflando un
baléon dentro de la cavidad del ventriculo izquierdo (Ganote y
Humphrey, 1985).

A pesar de estas limitaciones, el modelo de corazon aislado
es util para estudiar los efectos de la isquemia aguda o de la hipoxia.
Se pueden conseguir grados diferentes de isquemia deteniendo
completa o parcialmente la perfusion mientras que la hipoxia se
puede estudiar reduciendo o eliminando el oxigeno del fluido de

perfusion (De Leiris y cols., 1984).
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6.2.- Modelos animales de insuficiencia cardiaca.

La insuficiencia cardiaca es consecuencia de multiples
alteraciones y adaptaciones fisiopatologicas que conducen a
hipertrofia del ventriculo izquierdo, a disfuncidon y dilatacion del
mismo, a un aumento de la resistencia vascular sistémica y a una
activacion del sistema neuroendocrino (Packer, 1992). Sin embargo,
el papel de los diversos mecanismos responsables de la progresion
del fallo cardiaco es dificil de establecer en humanos, ya sea porque
es dificil detectarlo en sus fases iniciales o por la interferencia con
farmacos administrados en fases mas avanzadas. La comprension del
remodelado y disfuncion del ventriculo izquierdo es fundamental
para describir la historia natural de la enfermedad asi como la
eficacia y oportunidad de los tratamientos. En este contexto es
importante recordar que la muerte en fases precoces de la
insuficiencia cardiaca se produce generalmente por arritmias y en
fases mas avanzadas por fallo de bomba. Debido a estas dificultades,
los modelos animales de insuficiencia cardiaca son fundamentales
para describir la naturaleza compleja de esta enfermedad,
habiéndose desarrollado diferentes modelos en especies distintas
(Hongo y cols., 1997).

Han sido diversos los modelos que se han disefiado para
reproducir la fisopatologia de la insuficiencia cardiaca (Vanoli y
cols., 2004). Algunos, como los traumatismos o administracion de
toxicos como la adriamicina, interfieren con los factores
neurohormonales que se activan durante el fallo cardiaco. Otros

modelos han sido mas reproducibles como el incremento de la
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resistencia periférica, la sobreestimulacion ventricular rapida, la
creacion de un cortocircuito arteriovenoso, produccion de un
bloqueo auriculo ventricular, o la aplicacién de descargas repetidas e
intramiocardicas de corriente continua. Sin embargo, pocos de estos
modelos han generado datos que puedan ser convertidos en

aplicaciones para el ser humano.

6.2.1.- Modelos en animales pequeos.

Los modelos animales de insuficiencia cardiaca se
desarrollaron originalmente en ratas y ratones debido a sus ventajas
potenciales sobre otros animales mas grandes como su
mantenimiento y alojamiento mas faciles y baratos. Esto permitia
poder utilizar un nimero mayor de animales lo que aumentaba la
potencia estadistica de un experimento. Sin embargo, su tamafio
pequeiio dificultaba su instrumentacion y toma de mediciones de
pardmetros intracavitarios o intramiocardicos. Los avances
tecnoldgicos actuales en técnicas de imagen, han permitido, sin
embargo, mejorar estos aspectos por lo que siguen siendo en la
actualidad utiles en la investigacion de la insuficiencia cardiaca. Los
modelos mas frecuentes en animales pequefios se muestran en la

tabla 2.
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Estimulo causante del fallo

Especies Modelos .
cardiaco
Rata Ligadura coronaria Infarto de miocardio
Embolizacion . .
. Infarto de miocardio
coronaria

Constriccion de la
aorta ascendente o de Sobrecarga de presion
la arteria pulmonar

Hipertension sensible - .y
Sobrecarga cronica de presion

a la sal

Doxorubicina, alcohol ~ Miocardiopatia toxica

Shunt arterio-venoso Sobrecarga de volumen
Raton Ligadura coronaria Infarto de miocardio

Constriccion aorta .

Sobrecarga de presion
ascendente
Alteracion genética Miocardiopatia dilatada

Tabla 2.- Modelos de insuficiencia cardiaca en animales pequefios mas usados

Modelos de lesion miocardica/isquemia/infarto.

Los infartos de miocardio en ratas se causaban
originariamente mediante la inyeccion subcutdnea de isoproterenol,
lo que producia una necrosis difusa del miocardio (Zbinden y
Bagdon, 1963). Posteriormente, otros investigadores utilizaron la
electrocauterizacion aplicada a la superficie epicardica para inducir
infarto localizados (Adler y cols., 1976). Pfeffer y cols., en 1979,
publicaron sus primeros trabajos de su modelo de infarto y fallo
cardiaco en ratas basado en la ligadura de una arteria coronaria. Este
modelo se convirti6 en el mas utilizado en las décadas que siguieron.
Como ejemplo de la importancia de este modelo y su traslacion a la
practica clinica, el grupo de Pfeffer observo y publicé en 1985 que la
administraciéon del inhibidor de la enzima convertidora de la

angiotensina captopril reducia la dilatacion del ventriculo izquierdo,
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mejoraba la funcion sistolica y aumentaba la supervivencia de ratas
a las que se les habia producido un infarto de miocardio de tamafio
moderado o grande.

El modelo en rata también sirvio para establecer los
potenciales efectos beneficiosos de los antagonistas del receptor tipo
1 de la angiotensina II sobre la funcion y la estructura miocardica
tras un infarto (Smits y cols., 1992). Sin embargo, la experiencia con
los antagonistas del receptor de la endotelina ilustra que los
resultados positivos en este modelo no necesariamente se van a
reproducir en los ensayos clinicos. Este es el caso del bosentan,
farmaco que mostro su eficacia en aumentar la supervivencia y
reducir la dilatacion ventricular tras un infarto en ratas, pero no en
humanos (Sakai y cols., 1996; Packer M y cols., 2005).

Recientemente, Pleger y cols. (2007) utilizaron el modelo de
infarto en ratas para analizar la utilidad de una proteina reguladora
del calcio (SI00AT) cuya reduccion se cree que juega un papel en la
insuficiencia cardiaca. Utilizaron un vector virico portador de un gen
que codificaba la proteina SIO0A1 y se adminisstraba a ratas tras
provocarles un infarto de miocardio, aumentando la sintesis
S100A1. Ello se traducia en una mejoria de la funcioén ventricular y
una reduccion de la dilatacion del ventriculo izquierdo en las ratas a
las que se les administraba.

También los ratones han sido ampliamente utilizados.
Ofrecen posibilidades parecidas al modelo en ratas pero es mas
barato. Sin embargo su manipulacién quirurgica es mas exigente. El

modelo murino de ligadura de una arteria coronaria se describio
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hace mas de 30 afios (Zolotareva y Kogan, 1978) mientras que
Michael y cols. (1995) fueron los primeros en establecer un modelo
en raton de isquemia-reperfusion. En sus estudios, establecieron que
la anatomia coronaria izquierda del raton era muy variable.
Posteriormente se realizaron estudios sobre remodelado ventricular
postinfarto de miocardio mediante ligadura permanente de una
coronaria (Patten y cols., 1998).

Una de las ventajas del uso de ratones en lugar de ratas ha
sido la posibilidad de disponer con mas facilidad de animales
transgénicos o con bloqueo de uno o varios de sus genes (individuos
knockout o KO). Esto ha permitido estudiar mejor la patogénesis de
la insuficiencia cardiaca. Como ejemplo, Zhang y cols. (2003)
sobreexpresaron la isoforma citoplasmatica de la calmodulina kinasa
IT (CaMKII) en corazones de ratones transgénicos y observaron el
desarrollo de hipertrofia progresiva del ventriculo izquierdo,
dilatacion ventricular y fallo cardiaco, lo cual apoyaba la hipdtesis

de que la CaMKII contribuye a la progresion del fallo cardiaco.

Modelos de sobrecarga de presion

Existen diversos métodos quirurgicos para producir una
sobrecarga de presion en ratas, siendo la constriccion (banding) de la
aorta ascendente uno de los mas usados (Weinberg E y cols., 1994).
Tienen como ventaja que reproducen el desarrollo progresivo de
hipertrofia ventricular y de fallo cardiaco por sobrecarga de presion.
También en ratones se ha desarrollado este modelo siendo una

caracteristica diferencia con el modelo en ratas el rapido desarrollo
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de hipertrofia que induce lo cual permite un seguimiento mas corto

(Rockman y cols., 1991).

Modelos genéticos

Se han desarrollado modelos genéticos de hipertension y de
insuficiencia cardiaca tanto en ratas como en ratones. En uno de esos
modelos, el de la rata Dahl sensible a la sal (Dahl, 1961), se
desarrollaba hipertension e insuficiencia cardiaca de forma gradual
en ratas sometidas a una dieta rica en sal. Lewis Dahl, partiendo de
observaciones en poblaciones humanas con dietas diferentes, sugirid
que la hipertension estaba determinada no solo por factores
ambientales como la dieta si no también por factores genéticos.
Utilizando ratas hipotetiz6 que si la sensibilidad a la sal era un rasgo
genético, seria posible desarrollar dos estirpes de ratas: una sensible
y otra resistente a la sal. Otro modelo utilizado con frecuencia es el
de ratas predispuestas al desarrollo de insuficiencia cardiaca
hipertensiva de McCune y cols. (1995). Estos modelos de sobrecarga
de presion e insuficiencia cardiaca ofrecen diversas ventajas. Por un
lado reproducen el inicio gradual de la hipertension y el desarrollo
de hipertrofia ventricular izquierda en fases precoces y de fallo
cardiaco en fases mas avanzadas. Por otro lado no necesitan de
manipulacidon quirurgica. Sin embargo, el coste del mantenimiento
de los animales durante largo tiempo (6 a 12 meses) es una
limitacién.

En ratones, los modelos genéticos desarrollados reproducen

la miocardiopatia dilatada gracias a la disponibilidad de individuos
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transgénicos o KO que tienen implicada alguna proteina en la
patogénesis de la insuficiencia cardiaca (Ross, 2002). Por ejemplo,
Arber y cols. (1997) desarrollaron un modelo de miocardiopatia
dilatada en el que la deleccion homocigoética del gen que codifica la
proteina muscular LIM producia una desorganizacion de las
miofibrillas, hipertrofia ventricular izquierda, dilatacion, disfuncion
sistolica y fallo cardiaco. Otro modelo de miocardiopatia dilatada es
el de los ratones con sobreexpresion de factor de necrosis tumoral
alfa (FNT-a). El FNT-a es una citoquina circulante que se sospechd
durante tiempo que tenia un papel en el desarrollo de fallo cardiaco.
Los ratones que sobreexpresan esta proteina desarrollan hipertrofia
ventricular izquierda, dilatacién, depresion severa de la funcion
sistélica, y muerte prematura (Kubota y cols., 1997). El bloqueo en
estos ratones con un antagonista del FNT-o mejora los indicadores
de funcion cardiaca. Ello llevd a un ensayo clinico de este
bloqueante que sin embargo no demostré beneficio en humanos
(Mann y cols., 2004). Este ejemplo ilustra las dificultades para
extrapolar los hallazgos en animales pequefios, como los roedores, al

ser humano.

6.2.2.- Modelos en animales grandes.

Los modelos basados en animales pequefios, particularmente
el ratébn, han permitido avanzar en la comprension de las bases
moleculares y celulares de la insuficiencia cardiaca. Sin embargo,
estos animales muestran grandes diferencias con el humano en

caracteristicas cardiacas como la frecuencia cardiaca, el consumo de
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oxigeno, la proporcion de receptores adrenérgicos y en la respuesta a
la pérdida de proteinas reguladoras (Haghighi y cols., 2003). Es mas,
la expresion de las proteinas contractiles difiere entre las dos
especies las cuales expresan diferentes isoformas de la miosina. Por
tanto los modelos animales grandes, mas cercanos al humano, son
esenciales para que los descubrimientos realizados en el modelo

murino, puedan ser convertidos en un ensayo clinico en humanos.

Modelos de isquemia / infarto de miocardio

Histéricamente el modelo canino fue el primero. En sus
comienzos los estudios se centraron en el efecto de la isquemia sobre
la contractilidad regional y los efectos de isquemia prolongada sobre
la muerte de los miocitos. Los trabajos de Reimer y Jennings (1979)
mostraron que tras una oclusion coronaria brusca se produce un
frente de onda de mortandad celular que se mueve a través de la
pared miocéardica desde el subendocardio al subepicardio. El
miocardio salvado por la reperfusion se ubica primeramente en el
subepicardio y en el miocardio medio y presenta las caracteristicas
del miocardio aturdido. Como ya se ha descrito en el apartado sobre
aturdimiento miocardico isquémico de esta introduccion, el modelo
canino se utilizd también ampliamente para estudiarlo (Heyndrickx
y cols., 1975 y 1978; Kloner y cols., 1983; Charlat y cols., 1989).
Sin embargo, la presencia de una circulacion colateral extensa en el
miocardio canino suponia una limitacion de este modelo (White y

cols., 1986).
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La repeticion de microembolizaciones sobre el arbol
coronario izquierdo es otro modelo para crear una miocardiopatia
isquémica en perros. En este modelo, los perros son sometidos a
embolizaciones arteriales coronarias mutiples que se llevan a cabo
de forma seriada durante un periodo de unas 10 semanas. Al final, el
objetivo es conseguir una FEVI < del 35%. Tras esto, se produce
una dilatacion progresiva del VI, activacion del sistema
neurohormonal y fallo cardiaco (Sabbah vy cols., 1991). Diversos
autores han utilizado este modelo para evaluar el efecto de fArmacos
como los betabloqueantes, iecas o digoxina (Sabbah y cols., 1994).
Este modelo de microembolizaciones tiene la limitacion de que
reproduce la situacion clinica de la enfermedad multivaso o de
multiples infartos pero no la de isquemia o necrosis dependiente de
un Unico vaso, situacion por otro lado mas habitual. Ademas es un
modelo complejo, que requiere de sucesivas intervenciones
quirdrgicas.

Las limitaciones en la anatomia coronaria canina
dependientes sobre todo de su extensa red de colaterales, hizo que se
buscaran otros modelos mas cercanos a la anatomia del hombre.
Tanto el cerdo como la oveja tiene una distribucion coronaria mas
homogénea que el perro y con apenas colaterales lo cual permite
unos estudios de isquemia mas reproducibles y extrapolables al
humano. En el caso del modelo porcino, las colaterales son escasas y
se localizan en el miocardio medio y en el subendocardio, a
diferencia del modelo canino donde las colaterales se extienden por

epicardio (Weaver y cols., 1986). Aunque muchos de los estudios en
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cerdos han utilizado el pinzamiento o constriccién coronaria como
forma de producir isquemia (White y cols., 1986), se prefiere la
oclusion completa al estrechamiento progresivo de una coronaria
para reproducir el fenotipo del corazon en insuficiencia cardiaca. De
esta forma no solo se deprime la funcioén ventricular si no que a su
vez se consigue la activacion del sistema neurohormonal (Mukherjee
y cols., 2003). Estudios mas recientes han examinado el impacto del
trasplante de stem cells porcinas sobre la contractilidad del
miocardio hallandose que eran capaces de mejorar la funcion
contractil y bioenergética tanto de la zona infartada como de la zona
lesionada periinfarto (Zeng y cols., 2007). Asi mismo se han
realizado estudios en cerdos utilizando factores de crecimiento
arteriogénicos y angiogénicos liberados en miocardio infartado
demostrandose el restablecimiento de una red estable de colaterales
y mejoria de la contractilidad (Lu y cols., 2007).

Una limitacion descrita del modelo porcino es su
predisposicion hacia la arritmogénesis por lo que se han descrito
diversos métodos para minimizar ese riesgo tales como una
proteccion meticulosa de la via aérea y un manejo cuidadoso de la
ventilacion mecdanica, suplementos de electrolitos durante el
experimento e incluso la administracion de farmacos antiarritmicos
(Mukherjee y cols., 2003).

Por otro lado, los modelos ovinos han contribuido a la
comprension de los efectos de la necrosis regional. Ocluyendo de
forma selectiva la arteria descendente posterior y la segunda y

terceras marginales, ramas de la arteria circunfleja, se ha
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reproducido un infarto posterior en ovejas. Con este modelo y
mediante ultrasonomicrometria, implantando los cristales alrededor
del anillo mitral y musculos papilares, se ha demostrado la
incompetencia de la valvula mitral y su contribucion al remodelado
ventricular postinfarto (Gorman J y cols., 1998). Utilizando técnicas
similares, Jackson y cols. (2002) demostraron, en un modelo ovino,
que el miocardio hipocontractil pero bien perfundido de la zona
limitrofe a la region infartada se va extendiendo hasta incluir
miocardio contiguo normal, contribuyendo a la dilatacion progresiva
(remodelado) que sufre el ventriculo izquierdo tras un infarto.
También el modelo ovino tiene limitaciones, relacionadas en
parte con su anatomia, que los hace de acceso dificil a las técnicas
de imagen como la ecocardiografia debido a su contorno toracico.
Ademas es una especie con predisposicion a las zoonosis (Gorman y

cols., 1998; Jackson y cols., 2002).

Modelos de sobrecarga

En modelos experimentales en animales grandes una forma
de crear una situacion de sobrecarga de volumen es mediante la
rotura o distorsion del aparato subvalvular mitral, creando una
regurgitacion hemodindmicamente significativa (Carabello y cols.,
1989; Spinale y cols., 1993). Hace dos décadas y media, Kleaveland
y cols. (1988) disefiaron un modelo canino de regurgitacion mitral
con térax cerrado y animal anestesiado, mediante la disrupcién, via
arterial, del aparato subvalvular. Este modelo sirvio de base a

estudios posteriores, en los cuales se conseguia una dilatacion
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ventricular izquierda y activacion neurohormonal que reproducia el
fenotipo de la insuficiencia cardiaca por sobrecarga de volumen y
que sirvio, entre otros hallazgos, para demostrar la interaccion entre
el bloqueo beta-adrenérgico y la liberacion de angiotensina en el
intersticio del miocardio (Tsutsui y cols., 1994; Young y cols., 1996;
Tallaj y cols., 2003).

En cuanto a los modelos de sobrecarga de presion en
animales grandes, uno de los trabajos clave fue el de Weber y cols.
publicado en 1987 y realizado sobre primates a los que se causaba
hipertension mediante una perinefritis experimental. Estos autores
reprodujeron los cambios que sufre el miocardio y la matriz
extracelular en la hipertrofia ventricular izquierda secundaria en
humanos y la relacionaron con la disfuncion diastdlica. Otros
estudios que han intentado reproducir el fenotipo de la insuficiencia
cardiaca por sobrecarga de presion han utilizado perros mediante la
constriccion de las arterias renales (Nguyen y cols., 1993) y la

creacion de una estenosis aortica (Alyono y cols., 1986).

Modelos de miocardiopatia dilatada.

El modelo animal mejor caracterizado y reproducido de
miocardiopatia dilatada es el de taquimiocardiopatia (Whipple y
cols., 1962; Moe y cols., 1988; Tanaka y cols., 1992). Numerosos
estudios han utilizado la sobreestimulacion rapida, ya sea auricular o
ventricular, en perros, cerdos y ovejas para desarrollar modelos de
miocardiopatia dilatada, en los que no solo se reproduce los cambios

estructurales de esta entidad si no también las alteraciones en el
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sistema neurohormonal. Asi, como ejemplo, el péptido natriurético
auricular fue identificado en un modelo de taquimiocardiopatia
experimental, lo que contribuy6 a su establecimiento como marcador
diagnéstico en la insuficiencia cardiaca (Moe y cols., 1989).
También se ha demostrado, mediante sobreestimulacion réapida,
deterioro en la funcion de miocardiocitos aislados con reduccion de
la densidad de receptores beta (Calderone y cols., 1991).

El modelo de taquimiocardiopatia también ha servido para
evaluar nuevas estrategias terapéuticas como el uso de la inhibicién
del enzima convertidor de la angiotensina y de los bloqueadores del
receptor de la angiotensina II (Spinale y cols., 1997; Cohn y cols.,
2001) o técnicas quirurgicas de remodelado ventricular (McCarthy y
cols., 2001).

Sin embargo, los modelos de insuficiencia cardiaca basados
en la sobreestimulacion rdpida no llegan a reproducir todo el
espectro del fenotipo del corazon insuficiente. Es decir, aunque en el
modelo por taquicardia se produce dilatacion ventricular y
disfuncion contractil semejante a lo que ocurre en la miocardiopatia
dilatada, estos cambios estructurales no son iguales que los que
ocurren cuando son otras etiologias las causantes del fallo cardiaco.
Este es el caso de la miocardiopatia isquémica o por sobrecarga de
volumen. Ademas, la funcion ventricular acaba recuperandose en el
modelo de taquimiocardiopatia, fenémeno caracteristico de este
modelo.

En un intento de desarrollar modelos que reflejen de forma

mas real el proceso fisiopatoldgico de la insuficiencia cardiaca en
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humanos, Shen y cols. (1999) desarrollaron un modelo en cerdos no
anestesiados que incluia la obstruccion secuencial de la arteria
circunfleja con un oclusor hidrdulico previamente implantado, de
modo que se le causaba al miocardio dos zonas de necrosis: la
primera, mas pequefia, causada por la oclusion de la arteria primera
marginal, rama de la circunfleja; la segunda, 48 horas después, era
mas extensa y englobaba a la zona anterior, por oclusion de la arteria
circunfleja proximal. De 1 a 5 dias después se iniciaba la
sobreestimulacion ventricular desde ventriculo derecho a una
frecuencia de 220 latidos por minuto, manteniéndola durante 7 dias.
La sobreestimulacion se repetia otras dos veces, dejando periodos de
3 dias de descanso entre ellas. Los autores eligieron el protocolo de
sobreestimulaciones intermitentes porque si prolongaban mas de una
semana la taquicardia, se producia una depresion muy severa de la
funcion ventricular y una alta mortandad entre los animales. Con
este modelo consiguieron que tras 21 dias del Ultimo ciclo de
sobreestimulacion, el corazén seguia manteniendo el fenotipo de
miocardiopatia dilatada, y no recuperaba las dimensiones y
contractilidad como si lo hacia la serie control a la que solo se
sobreestimulaba. De esta forma se reproducia mejor el corazén
insuficiente de la miocardiopatia isquémica que con los modelos en
animales grandes de necrosis regional, que son capaces de alterar la

funcion ventricular pero de forma ligera o moderada.
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6.3.- Medicion de la funcidn contractil del miocardio en

experimentacion.

6.3.1.- Funcion contractil regional: sonomicrometria.

Desde que el miografo de capsula optica fue utilizado hace
casi 80 afios por Tennant y Wiggers (1935) para describir el
abombamiento sistolico que se producia en una region miocardica
del ventriculo izquierdo al ocluir la coronaria que lo irrigaba, otras
técnicas como la cinematografia de alta velocidad (Prinzmetal y
cols., 1949), los arcos medidores de tension epicardicos (Pashkow y
cols., 1977), la ecocardiografia con transductor fijo externo (Kerber
y cols., 1976), los medidores de longitud de mercurio (Wyatt y cols.,
1976), la angiografia (Rigaud y cols., 1979) y la ecocardiografia
bidimensional (Andrés, 2001) se han utilizado con éxito para
cuantificar las variaciones en la contractilidad de los ventriculos
durante la isquemia.

Sin embargo, el patron oro para medir las dimensiones
miocardicas con una resolucion temporal y espacial razonable es la
sonomicrometria, lo que requiere el implante quirargico de dos
transductores ultrasonicos (Theroux y cols., 1974; Heusch y cols.,
2011).

La sonomicrometria es una técnica que permite medir la
distancia entre dos cristales piezoeléctricos, uno emisor y otro
receptor y se basa en la velocidad de las sefiales acusticas a través
del medio en el que se transmiten de tal manera que el tiempo que le

lleva al ultrasonido desde el cristal emisor al receptor es traducido en
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distancia. Esta técnica fue utilizada inicialmente para medir las
dimensiones ventriculares por Rushmer y cols. (1956) vy
posteriormente desarrollada por Bugge-Asperheim y cols. (1969) y
Théroux y cols. (1974) y utilizada ampliamente con posterioridad,
incluido nuestro grupo (Heyndrickx y cols., 1975; Ning y cols.,
1990; Pallarés y cols., 1997; Hernandiz y cols., 2008).

Con este método el grosor de la pared miocardica se mide
mediante un transductor implantado en el miocardio, cercano a la
superficie del endocardio y otro implantado en el subepicardio. Para
medir la longitud de un segmento miocérdico, se implantan dos
transductores encarados paralelos a la orientacion de las fibras
miocardicas, y ubicados a mayor o menor profundidad en el
miocardio lo que permite conocer la excursion de las fibras a nivel
subendocardico, mesomiocardico o subepicardico. Ademads, se
pueden implantar transductores en lugares opuestos de la cavidad
ventricular de tal manera que se pueden medir las dimensiones
ventriculares externas o internas durante el ciclo cardiaco (Theroux
y cols. 1974; Sasayama y cols., 1976).

Utilizando el Doppler, se puede evitar el trauma que supone
implantar dos electrodos intramiocardicos ya que basta un
transductor epicardico para medir el desplazamiento de la pared
ventricular. Sin embargo, aunque con esta esta técnica se puede
calcular el movimiento de la pared de forma indirecta mediante la
integraciéon de la velocidad, no mide el grosor de la pared en

términos absolutos (Zhu y cols., 1986).
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La funcién contractil regional se suele expresar como el
engrosamiento sistolico de la pared o como el acortamiento sistolico
de un segmento de miocardio. El célculo de estos parametros
requiere conocer exactamente el inicio y final de los intervalos
sistolico y diastolico lo cual se calcula a partir la derivada de la sefal
de presion del ventriculo izquierdo, del electrocardiograma o del
flujo aortico (Sasayama y cols., 1976). Tanto el grosor como la
longitud del segmento miocardico se calculan como la excursion
durante la sistole dividido por el grosor o la longitud del segmento al
final de la diastole. Este método no solo es aplicable a animales con
torax abierto, si no también a animales intervenidos y despiertos a

los que se les externaliza los cables.

6.3.2.- Técnicas no invasivas de imagen.

Actualmente, el avance en las técnicas de imagen ha
permitido que se pueda medir de una forma no invasiva tanto la
funcion contractil regional como la perfusion del miocardio con una
resolucion temporo-espacial suficiente y en animales con tdrax
cerrado. La ecocardiografia se viene utilizando durante mucho
tiempo para visualizar y medir las dimensiones ventriculares y su
movimiento, pero sigue siendo operador dependiente y requiere una
ventana ultrasonica suficiente lo cual no siempre es facil de
conseguir. El Doppler tisular cuantifica la velocidad del movimiento
miocardico regional y tiene una sensibilidad mejor para detectar
disfuncion miocardica, como se ha demostrado en cerdos

(Derumeaux y cols., 1998). También en cerdos se ha utilizado la
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ecocardiografia de contraste con inyeccién de microburbujas lo que
permite aumentar la definicién del borde subendocérdico (Mor-Avi
y cols., 2001). La reaparicion de microburbujas y su destruccion
controlada mediante pulsos de ultrasonidos de alta energia permite
medir el flujo sanguineo miocérdico e incluso areas sin flujo tras
episodidos de isquemia-reperfusion (Wei y cols., 1998; Kaul, 2006).

La resonancia nuclear magnética se ha utilizado para la
cuantificacion del edema intersticial en miocardio porcino sometido
a isquemia/reperfusion (Garcia-Dorado y cols., 1993). También se
ha utilizado el realce tardio con gadolinio en perros y cerdos para
estudios de viabilidad postinfarto (Fieno y cols., 2000; Carlsson y
cols., 2010). También la tomografia de emisién de positrones, la
unica técnica no invasiva que permite medir la perfusion miocérdica
real, expresada como flujo por masa de tejido, ha sido utilizada

aunque en centros muy especializados (Nekolla y cols., 2009).
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Un episodio de isquemia miocardica aguda puede
desencadenar insuficiencia cardiaca, siendo el aturdimiento

miocérdico uno de los mecanismos implicados.

Ademas, durante o tras un episodio de isquemia miocardica
aguda pueden generarse taquiarritmias que pueden empeorar el

cuadro clinico del fallo cardiaco.

La identificacion de los mecanismos de respuesta miocardica
a diferentes tipos de isquemia seguidas de una taquicardia puede
ayudar a comprender su papel en el desarrollo de la disfuncion

ventricular.

Por lo tanto, el desarrollo de un modelo animal que permita
estudiar el posible efecto aditivo de la isquemia miocardica aguda y
de frecuencias ventriculares elevadas sobre la funcion del ventriculo

izquierdo estaria justificado.

La hipotesis que ha motivado el presente trabajo ha sido:

“El efecto que sobre la funcion del ventriculo izquierdo
produce una frecuencia cardiaca suprafisiologica tras un episodio

de isquemia miocardica depende de la duracion y/o repeticion de

dicha isquemia”
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El objetivo principal de la presente tesis es el estudio de las

alteraciones de la funcién ventricular izquierda en un modelo animal

de sobreestimulacion ventricular precedida por diferentes protocolos

de isquemia-reperfusion.

Para comprobar la hipdtesis de trabajo nos hemos marcado los

siguientes objetivos especificos:

1y

2)

3)

4)

)

Comprobar si una sobreestimulacion ventricular de dos horas de
duracion, a una frecuencia un 60% superior a la inicial, es capaz
de producir alteraciones en la funcion del ventriculo izquierdo
una vez cese la taquicardia.

Estudiar los efectos que sobre la funcion ventricular izquierda
tienen 3 modelos de isquemia/reperfusion seguidos de una
sobreestimulacion ventricular durante dos horas a una frecuencia
un 60% superior a la inicial.

Estudiar las variaciones de la concentracion de lipoperoxidos y
de la actividad antioxidante del plasma en cada uno de estos
modelos de isquemia y taquicardia.

Analizar la correlacion entre las alteraciones funcionales y el
estrés oxidativo en cada uno de estos modelos.

Determinar qué modelo de los estudiados es mas apropiado
como modelo experimental en el estudio de la insuficiencia

cardiaca aguda.
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1. Material.

1.1. Animales de experimentacion. Normativa.

Se han utilizado un total de 24 cerdos jovenes de ambos sexos (7
machos y 17 hembras), con un peso medio de 24,5 kg. (DE 3,3),
procedentes de una granja de crianza de animales para
experimentacion y que han sido estabulados en la Unidad de
Veterinaria del Centro de Investigacion del Hospital La Fe de
Valencia. La explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio de
los animales se realizé de acuerdo a la legislacion vigente segln la
Ley 32/2007 de 7 de noviembre (BOE n° 268, de 8 de noviembre, p.
45914) que desarrolla el Real Decreto 1201/2005 de 10 de octubre,
sobre “Proteccion de los animales utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos” (BOE n° 252, de 21 de octubre, p. 34367),
que a su vez traspone y desarrolla la Directiva 86/609/CEE. Ademas
el presente estudio cumple el Decreto 13/2007 de 26 de enero del
Consell de la Generalitat Valenciana (DOCV n°® 5439, de 30 de
enero de 2007, p. 5185) que regula la normativa nacional y europea
en el ambito de la Comunidad Valenciana.

Los procedimientos quirtrgicos y la manipulaciéon de animales
fueron realizados por investigadores en posesion del titulo de ambito
europeo de formacion en experimentacion animal.

El protocolo de experimentacion ha sido aprobado por el Comité
de Ensayos con Animales de Experimentacion del Centro de

Investigacion del Hospital Universitario La Fe de Valencia.
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1.2. Area de experimentacion.
Todos los experimentos se realizaron en un quir6fano destinado
a la cirugia experimental en animales, ubicado en el Centro de

Investigacion del Hospital Universitario La Fe (figura 7).

Figura 7: Vista general del area de experimentacion.

1.3. Material quirargico.
El instrumental quirurgico empleado fue el siguiente:
* Mesa de quir6fano.
e Bisturi eléctrico KYRTO 280 para corte y cauterizacion.
* Bisturis de un solo uso.
* Pinzas de diseccion modelo corriente rectas 1x2 dientes y sin
dientes.
* Pinzas Hemostaticas Crile-Slim y Pean-Slim.

* Pinzas hemostaticas Halsted y Hartmann.
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Tijeras para cirugia general y vascular Metzembaun-Slim.
Pinzas de campo Backhaus.

Separador autoestatico para esternon Finochietto.

Clamp vascular atraumatico “Bull-Dog”.

Aspirador Red-O-Pack VIGON.

Jeringas desechables de 5y 10 cc.

Aguja de puncion trocar (calibre 1,6 mm).

Llaves de tres vias.

Porta-agujas Mayo-Hegar .

Costotomo.

Manta eléctrica para mantenimiento de temperatura.

1.4. Ventilacién mecanica.

Laringoscopio: mango porta-pilas (didmetro 30 mm, longitud
14 cm) y espatula # 4-130 mm.

Tubo endotraqueal Riisch con balén de calibre 5,5-6 (D-I).
Respirador Volumétrico TEMEL, adaptado para utilizacion
en anestesia, con rotdmeros paralelos que permiten ajustar la
mezcla gaseosa de oxigeno y protoxido de nitrogeno durante
el experimento (figura 8).

Vaporizador (ABBOT) de Sevorane”  conectado  al

respirador.
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Figura 8.- Respirador volumétrico TEMEL.

1.5. Catéteres y guias.
* (Catéteres de vena G 14 L 50 cm. 1,5-2 mm Vygon.
¢ Catéter transductor de presion MICRO-TIP MILLAR.
e Catéteres de Presion Pigtail 7F (varias marcas).
* Guias de 0,34”.
* Electrocatéter bipolar 4-6F para estimulacion cardiaca.

* (Camaras de presion Tanspac IV.

1.6. Medida del flujo coronario y aortico.
* Medidor de Flujo para investigacion animal Modelo T206
Serie T206X-93-0480, Transonic Systems Inc. USA con
Doble canal 16 Ibs., 90-130 volts., 50-60 Hz.
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Sondas de medicién de flujo. Transonic Flowprobe 2S con
reflector en L de 1,5-2 mm para arterias coronarias y

Transonic Flowprobe 16SB de 16 mm para raiz aortica.

1.7. Medidores de funcion regional miocardica.

Microcristales piezoeléctricos Sonometrics.

Medidor  ultrasonico de  movimiento  Sonometrics
Corporation Digital Ultrasonic Measurement System TRX
Serie 6.

Ordenador personal conectado al medidor Sonometrics.

Conexiones con sistema de registro BIOPAC.

1.8. Registro de sefales.

Sistema de registro digitalizacion y almacenamiento en
memoria electronica de sefiales BIOPAC Systemc Inc. Con
canales para registro de ECG, presiones, flujo sanguineo y
sonomicrometria.

Monitor-Desfibrilador Cardio-Aid™100 (Artema) con
monitorizacion de ECG continua y palas internas y externas
para desfibrilacion eléctrica.

Pulsioximetro conectado a Monitor-desfibrilador.

1.9. Sistema de electroestimulacion.

Arrhythmia Investigation System Type 4279 DEVICES,
Hertfordshire, UK.
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1.10. Bombas de infusion continua.

* Bomba de infusion continua Braun Percusor Melsungen A.G.

1.11. Farmacos y fluidos.

* Mantenimiento de una via periférica.
o Suero fisiolégico.

* Mantenimiento de presion venosa central estable.
o Dextrano de peso molecular medio.

* Lavado de catéteres y muestras cardiacas.
o Suero fisiolégico.
o Heparina sédica.

* Farmacos para anestesia y analgesia.
o Midazolan (Hidrocloruro de midazolam).
o Ketolar” (Hidrocloruro de Ketamina).
o Tiopental.
o Cloruro morfico.
o Norcurén® (Bromuro de Vecuronio).
o Protéxido de Nitrégeno.
o Oxigeno.

®
o Sevorane (sevoflurano).

1.12. Eutanasia del animal.
* La eutanasia se realiz6 con el animal bajo anestesia general y

analgesia, mediante estimulacion a alta frecuencia (150 x 5
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estimulos por minuto) con DEVICES, Arrhythmia
Investigation System Type.

1.13. Estudios bioquimicos.
* Lipid Hydroperoxide Assay kit. Cayman Chemicals.
* Glutathione Assay Kit. Cayman Chemicals.
* Un espectofotometro
* Una pipeta ajustable
* Fuente de agua destilada.
* Cloroformo y metanol.

* Un lector de placa con un filtro de 500, 405, 340 nm

2. Preparacion experimental.

2.1. Preparacion de los animales de experimentacion.

Los cerdos procedieron de un centro suministrador de
animales de laboratorio registrado en la Conselleria de Agricultura,
Pesca y Alimentacion de la Generalidad Valenciana. Dichos
animales cumplieron las condiciones que sobre proteccion de los
animales de experimentacion estdn establecidas por la
Administracion y que han sido nombradas en el punto 1.1 de este
capitulo.

A su llegada al estabulario del Centro de Investigacion
fueron valorados por personal Veterinario especializado. Esta
valoracion consistid en exploracion clinica, registro de la

documentacion sanitaria y cuarentena de al menos una semana de
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duracion. El cuidado y todo el procedimiento experimental lo realizd

personal competente acreditado por la misma Conselleria.

Antes de la realizacion del protocolo experimental los

animales fueron sometidos a un ayuno de alimentos sélidos de 12

horas.

2.2. Criterios de exclusion de animales.

* Enfermedades descubiertas a su llegada o durante su estancia

al estabulario.

* No finalizar o cumplir el protocolo experimental por alguna

de las siguientes razones:

O

O

Muerte del animal por asistolia.

Necesidad de cardioversion eléctrica por fibrilacion
ventricular (FV).

Bradicardia extrema.

Necesidad de apoyo inotropico intravenoso para
mantener la contractilidad miocérdica.

Hipertermia maligna. Los criterios diagndsticos de
hipertermia maligna utilizados fueron: temperatura
rectal > a 41°C, taquicardia excesiva y contractura en
extension de miembros inferiores (Buzello y cols.,
1985).

Shock hipovolémico como consecuencia de la

intervencion.
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2.3. Anestesia.

Tras canalizar, con una canula intravascular (Vasocan
oy ® . .
Brauniile ) de 0,8 mm de didmetro, la vena lateral de la oreja

derecha del animal, se indujo la anestesia mediante la administracion
en forma de bolo IV de midazolan (0,6 mg/kg de peso), ketolar (10
mg/kg de peso) y tiopental sédico (30 mg/kg de peso). Una vez
inducida la anestesia, con el animal sedado y relajado en apnea, se
procedid6 a intubacidon orotraqueal y conexion inmediata a
ventilacion mecanica.

La ventilacion se mantuvo durante todo el experimento con
una mezcla de 60% de oxigeno y 40% de protdxido de nitrogeno, en
forma mecanica controlada, con un volumen-minuto de 4,5-6 litros;
presion de insuflacion de 30-40 mmHg y con una frecuencia de 16-
20 respiraciones por minuto. Como anestésico gaseoso se administro
Sevorane” al 2,5% con vaporizador conectado al respirador. Se
realizd pulsoximetria continua y controles gasométricos periodicos
para vigilancia de parametros ventilatorios.

Se procedido a la diseccion de la vena yugular externa
izquierda como via de acceso intravenosa para la obtencion de
muestras sanguineas y la administracion de farmacos y fluidos
(figura 9), teniendo la precaucion de desechar la primera muestra

para evitar la dilucion. Se administré en bolo IV cloruro moérfico
20 mg) y Norcuron” (0,08 mg/kg). Durante todo el experimento se
mantuvo la relajacion muscular y la analgesia mediante la

. ., . ., , ®
administracién continua en bomba de perfusion de Norcurén (0,08
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mg/kg) y cloruro morfico (20 mg) en dilucién con suero fisiologico

(hasta alcanzar 50cc) a una velocidad de 6 ml/hr.

Figura 9.- Detalle de la canula y juego de llaves en vena yugular
externa para administracion de medicacion y toma de muestras.

2.4. Monitorizacion ECG periférico.

El dia de realizacion del experimento y una vez anestesiado
el animal y colocado en decubito supino, para el registro de
derivaciones estandar del electrocardiograma se fijé un electrodo-
aguja a cada una de sus extremidades mediante puncién en tejido
celular subcutdneo (figura 9). Esto permitié obtener un registro
electrocardiografico continuo en el sistema BIOPAC y en el

monitor-desfibrilador
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Figura 10.- Monitorizaciéon ECG mediante electrodos de aguja.

2.5. Esternotomia media.

En condiciones de asepsia se realizo una esternotomia media
mediante incision de piel, tejido celular subcutaneo y plano
muscular  con  bisturi  eléctrico  (figura 11)  cortando
longitudinalmente el esterndn con el costotomo hasta alcanzar el
pericardio. En todo momento se realizd hemostasia mediante
electrocoagulacion.

Durante todo el experimento el torax permanece abierto, con
el separador Finochietto, procurando que la temperatura se mantenga
constante (37-38° C) mediante el uso de lamparas de calor y manta
eléctrica colocada debajo del animal, y manteniendo la superficie
epicardica humeda mediante lavados periddicos con suero

fisiologico estéril calentado a 37 °C.
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Figura 11.- Incision previa a la esternotomia.

2.6. Pericardiotomia.

Tras abrir el esternon, se realizd pericardiotomia estéril
dejando expuesto el epicardio para la diseccion de la arteria
coronaria descendente anterior y la implantacion de dispositivos de

medida.

2.7. Diseccion y oclusion coronaria.

Tras la diseccion de la arteria coronaria descendente anterior
(CDA) en su tercio proximal y en su tercio medio, se procedio6 a la
colocacion de un medidor de flujo (Transonic Systems) en la zona
proximal y una referencia mediante un lazo atraumatico para la
posterior realizacion de oclusiones coronarias en el segmento medio.

Las oclusiones se realizaron mediante pinza (clamp) vascular,
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ayudandonos para su colocacion del lazo que previamente se habia

pasado alrededor de la arteria.

2.8. Implantacioén de microcristales piezoeléctricos.

Situacion de los microcristales

Se implantaron, en todos los casos, dos pares de
microcristales, siguiendo el eje longitudinal del corazén situdndose
en:

a) Zona isquémica: territorio irrigado por la CDA. Los
cristales se implantaron en una zona del miocardio dependiente de la
arteria a ocluir (descendente anterior), y que se corresponde con el
apex del ventriculo izquierdo.

b) Zona no isquémica: territorio irrigado por la arteria
circunfleja (CCx), se corresponde con la base del ventriculo
izquierdo.

Los microcristales fueron implantados para poder medir el
acortamiento longitudinal regional, encarados, paralelos a la
orientacion de las fibras miocérdicas y a la misma profundidad en el
miocardio que en todos los animales fue el 1/3 subendocérdico

(figura 12).

Técnica de implantacion
Aunque a simple vista se diferencian bien las dos zonas,

antes de implantar los microcristales se confirmaban mediante una
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breve interrupcion del flujo por oclusion de la arteria y visualizacion
del area de cianosis y discinesia.

Para su implante se realizaba en primer lugar, y utilizando
una aguja de calibre adecuado (1,6 mm), una pequefia puncidon
epicardica en las zonas preseleccionadas para su colocacién. A
continuacion y ayudandonos del soporte plastico que llevan los
cristales, se introducian éstos.

La adecuada colocacién de los microcristales se comprobaba
mediante la correcta morfologia de las sefiales ultrasonicas. La
separacion entre ambos cristales fue de 1,5 cm. Tras el sacrificio del
animal se verificaba la localizacion de los microcristales mediante

visualizacidn directa.

2.9. Implantacion de las sondas de medicion de flujos (figural2).
Tras diseccion de la raiz adrtica, y separacion cuidadosa de la
arteria pulmonar, se implant6 la sonda de flujo adrtico abrazando la
arteria justo por encima de los ostia coronarios.
Igualmente, mediante diseccion y separacion muy cuidadosa
del epicardio, se implant6 la correspondiente sonda para medir el
flujo en la arteria descendente anterior, eligiendo una zona proximal

al lugar donde se iba a realizar la ligadura de la misma.
2.10. Medida de la presion intraventricular.

Para la medicion de la presion ventricular izquierda durante

el acto quirtrgico se procedid, mediante puncidn, a la colocacion de
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un microcatéter en camara ventricular a través de su pared. Se eligio

para su insercion el apex del ventriculo izquierdo (figura 12).

2.11. Fijacidn del electrocatéter para sobreestimulacion.

Se fij6 un electrocatéter bipolar mediante sutura en una zona
de la pared libre del ventriculo izquierdo equidistante a las zonas de
implante de los pares de cristales piezoeléctricos de la base y punta

del ventriculo izquierdo (figura 12).

Electrodo estimulador

Catéter intraventricular
ara medir presion
/j N/ para medir

I Par de cristales zona apico-medial l

Figura 12.- esquema del modo como quedan implantados todos los dispositivos de
medida y el electrodo de electroestimulacion.

2.12. Calibracion de los diversos registros.
Antes de iniciar cada experimento, se realizan calibraciones

de los diversos registros con las escalas que siguen a continuacion.
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a) Registros electrocardiograficos:

ImV=1cm

b) Transductores de Presion:

Con la camara de presion conectada a un
esfigmomanoémetro de mercurio, en primer lugar se calibran
los ceros respecto a la presion atmosférica y a continuacion
se calibra a una presion dada de 100 mm Hg; se dan los
valores correspondientes en el sistema de registro;
posteriormente se ajusta el modulo de presion utilizado para

la medida de cavidades izquierdas.

c) Moddulo para célculo de derivadas:

Con el sistema BIOPAC se obtienen las derivadas

calculadas a partir de los registros de presion obtenidos.

d) Medidor de flujo coronario y aortico:

Tanto el medidor de flujo como las sondas de flujo
vienen calibrados por el fabricante para uso en experimentos
agudos. En cada experimento el test de calibracion se realiza
de la siguiente forma, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante:

e Se pulsa el boton “calibrate zero”. Cuando la
senal estd presente y es estable (se requieren unos

10 segundos), aparece una lectura (CZ) en la
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ventana que es igual al cero de la amplitud del
flujo.
A continuacion se pulsa el boton de calibracion de
escala (“calibrate scale”). Cuando la sefal es
estable y tras unos segundos se calcula el factor
de lectura promedio (CS).
Entonces el ordenador solicita al operador que
introduzca el factor de escala (SF) en ml/min que
aparece en la pantalla pudiéndose asi calcular el
factor de conversion (CF) que convierte las
lecturas de la sonda en flujo en ml/min. La
formula que utiliza la maquina es:
CF=SF/(CS-CZ2)
Por 1ltimo, las mediciones pueden asi ser
convertidas a flujo real mediante la ecuacion:

Flujo real (ml/min) = CF (flujo medido — CZ)

El volumen latido se calcul6 dividiendo el gasto cardiaco

por la frecuencia cardiaca.

e) Medidor ultrasénico de movimiento:

El sistema Sonometrics no requiere calibracion; para el

registro y digitalizacion en BIOPAC se selecciond cada par

de cristales para cada canal, con los cristales desconectados

se obtuvo el valor del cero y con una plantilla se asigné el

valor de 16 mm, dando asi la escala para el sistema de
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registro BIOPAC. En el registro de las curvas se medira en
mm la altura de los puntos de interés de las mismas.

Se fue meticuloso en conseguir una correcta morfologia
de las curvas de contractilidad con la direcciéon de los
cristales siguiendo la direccion de las fibras y, de no ser asi,
se modificé la posicion de los cristales tantas veces como fue

necesario, hasta conseguirlas.

2.13. Estimulacion ventricular.

Se fij6 un electrocatéter bipolar mediante sutura en una zona
de la pared libre del ventriculo izquierdo equidistante a las zonas de
implante de los pares de cristales piezoeléctricos de la base y punta
del ventriculo izquierdo (figura 12).

Los parametros de estimulacion utilizados fueron:

*  Anchura del estimulo 2 mseg.
* Intensidad: al menos doble del umbral.

*  Frecuencia: 60% por encima de la frecuencia basal.

2.14. Analisis bioquimico.

Se obtuvieron muestras de sangre venosa a partir de la via
situada en la vena yugular externa.

Las muestras de sangre se recogieron en 2 tubos de 3 ml con
EDTA en cada fase de recogida de muestras; de forma inmediata
fueron centrifugadas y el plasma obtenido almacenado en alicuotas

que se congelaron a -80° C para su posterior procesado y analisis.
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a) Determinacion de la concentracion de perdxidos lipidicos:

La determinacion de la concentracion en plasma de LPO se
realizé utilizando un kit comercial (“Lipid Hydroperoxide (LPO)
Assay Kif) de la compaiifa Cayman Chemicals (n° de catalogo
705003). Este método se basa en la medicion de hidroperdxidos
lipidicos utilizando reacciones redox con iones ferrosos (Mihaljevic
y cols., 1996)

ROOH + Fe*" — RO" +Fe’
RO’ +Fe’'+ H+ — ROH + Fe'’
Fe'' + 5S5CN° — Fe(SCN)s™
Amax: 500 nm
€: 16,667 M"'em™

Como este método estd basado en la medicion de iones
férricos durante la reaccion descrita, la presencia de iones férricos en
la muestra es una fuente potencial de error. Asi mismo, muchas
muestras biologicas contienen hidroxido de hidrégeno que puede
reaccionar con los iones ferrosos y producir una sobreestimacion de
la presencia de LPOs. Estos problemas se solucionan facilmente
realizando la prueba con cloroformo (incluido en el kit).

El ensayo se realizdo siguiendo las instrucciones del

fabricante (www.caymanchem.com/pdfs/705003.pdf).
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b) Determinacion de la actividad antioxidante: actividad glutation.
El estudio de la actividad glutation total, la reducida (GSH) y
la oxidada (GSSG) se realizd utilizando un kit comercial
(Glutathione Assay Kit. Cayman Chemicals, n° de catalogo 703002).
Brevemente, este kit utiliza un método enzimatico utilizando
la glutation reductasa para cuantificar el GSH (Griffith, 1980; Baker
y cols., 1990)

Glutation Reductasa

GSSG > 2 GSH

TNB GSH DTNB

Glutation | Reductasa

GSTNB TNB

Figura 13.- Método de la glutation reductasa para cuantificar el glutation reducido
(GSH). Modificado de Baker y cols. Anal. Biochem. 1990; 190:360-365.

El grupo sulfidrilo del GSH reacciona con DTNB (5,5 -ditio-
bis-2-(acido nitrobenzoico), o reactivo de Ellman) y produce un
acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) de color amarillo. La mezcla
GSTNB (GSH + TNB) producida es reducida por la glutation

reductasa reciclandose el GSH y produciendo mas TNB. La tasa de
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produccion de TNB es directamente proporcional a su reaccion de
reciclamiento, la cual es a su vez directamente proporcional a la
concentracion de GSH en la muestra.

El GSH se oxida facilmente al dimero GSSG el cual se
produce durante la reduccion de hidroperdxidos por la glutation
peroxidada. GSSG se reduce a GSH por la glutation reductasa.
Debido a que la glutatién reductasa se utiliza en este kit, tanto GSH
como GSSG pueden medirse por lo que el ensayo refleja el glutation
total. La metodologia del ensayo viene especificada en las

instrucciones del kit (www.caymanchem.com/pdfs/703002.pdf).

3. Metodologia experimental.

3.1. Series.
El estudio ha incluido cinco series.

e Serie sham: estos animales se prepararon ¢
instrumentalizaron pero no se les causd isquemia ni se
sometieron a sobreestimulacion. El tamafio muestral de esta
serie se estim6 en 4 cerdos validos.

* Serie sin isquemia pero con taquicardia producida mediante
sobeestimulacion ventricular. se calculé un tamafio muestral
para esta serie de 5 cerdos validos.

e Series con isquemia, por oclusion completa de la CDA,
seguida de sobreestimulacion ventricular (tamafo muestral

de 5 animales validos en cada serie):
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o Serie con una isquemia continua de 10 minutos de
duracion.

o Serie con una isquemia continua de 20 minutos de
duracion.

o Serie con 20 isquemias breves (de dos minutos de
duracién) separada cada isquemia por 3 minutos de

reperfusion.

3.2. Protocolo experimental.
En todas las series se realizo una extraccion de una muestra de

sangre antes de abrir el torax, con el animal ya anestesiado.

3.2.1. Serie ficticia o sham.

Se realizd la preparacion experimental pero sin causar
isquemia ni estimular el corazén. Se realizaron medidas de funcion
regional, presiones y flujos cada 30 minutos durante 4 horas. Se
extrajeron muestras de sangre antes de abrir el torax (basal) y luego

cada hora.

3.2.2. Serie con estimulacion ventricular y sin isquemia.

Tras realizar la preparacion experimental, se tomaron
medidas iniciales de funcion regional, presiones y flujos y a
continuacion se estimuld con el electrocatéter el corazéon a una
frecuencia el 60% superior a la frecuencia cardiaca basal, definida
como la frecuencia cardiaca una vez terminada la preparacion

experimental y estabilizado el animal. El tiempo de estimulacion fue
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de 120 minutos, realizdndose los registros de funcién regional,
presiones y flujos a los 30, 60, 90 y 120 minutos. Tras el cese de la
estimulacion, se registraron medidas de funcion regional, presiones
y flujos a los 5, 30 y 60 minutos del cese de la taquicardia. Las
extracciones de sangre en esta serie se llevan a cabo antes de abrir el
torax, antes de estimular, a los 60 minutos de la estimulacion y a los

5y 60 minutos del cese de la taquicardia (figura 14).

Protocolo experimental

“ Serie sin isquemia

Preparacion
experimental Durante 120 min. Recuperacion.
pd 4 v & d &
v 30 v v
60" 7 5 N

90" ° 30 v
120° 60

Parametros iniciales

de funcion.

Figura 14.- Protocolo experimental en la serie sin isquemia.
Cronograma de mediciones de funcion global y regional (flechas
azules, marrones, y fucsia) y extraccion de muestras de sangre
(jeringuillas).
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3.2.3. Series con estimulacion ventricular y con isquemia:

3.2.3.1. Isquemia continua de 10 minutos.

Tras realizar la preparacion experimental y registrar los
parametros iniciales de funcidon regional, presiones y flujos, se
provoco la isquemia por oclusion total con un clamp vascular
atraumatico en el segmento medio de la CDA. El lazo previamente
pasado por debajo de la arteria sirvio de ayuda para el correcto
pinzamiento que se mantuvo durante 10 minutos. Se tomaron
medidas de funcidon regional, presiones y flujos al minuto 9 de
isquemia. Tras liberar la arteria, se registraron las medidas
correspondientes y se inicio la electroestimulacion durante 2 horas,
realizandose los registros de funcidon regional, presiones y flujos a
los 30, 60, 90 y 120 minutos. Tras el cese de la estimulacioén se
tomaron medidas de funcion regional, presiones y flujos a los 5, 30 y
60 minutos. Las extracciones de sangre en esta serie se llevaron a
cabo antes de abrir el torax, en la reperfusion (antes de iniciar la
estimulacion), a los 60 minutos de la estimulacion y a los 5 y 60

minutos del cese de la taquicardia (figura 15).

3.2.3.2. Isquemia continua de 20 minutos.

Tras realizar la preparacion experimental y registrar los
parametros iniciales de funcidon regional, presiones y flujos, se
realizo la isquemia en la CDA de la forma descrita en la serie
anterior, pero durante 20 minutos. Se tomaron medidas de funcion

regional, presiones y flujos al minuto 19 de isquemia. Tras liberar el
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oclusor, se registraron los parametros y se inici6 la estimulacién
ventricular con el electrocatéter durante 2 horas, realizandose los
registros de funcion regional, presiones y flujos a los 30, 60, 90 y
120 minutos. Tras el cese de la estimulacion se tomaron medidas de
funcién regional, presiones y flujos a los 5, 30 y 60 minutos. Las
extracciones de sangre en esta serie se llevaron a cabo antes de abrir
el torax, en la reperfusion (antes de iniciar la estimulacion), a los 60
minutos de la estimulacion y a los 5 y 60 minutos del cese de la

taquicardia (figura 15).

3.2.3.3. Isquemias breves y repetidas.

Tras realizar la preparacion experimental y registrar los
parametros iniciales de funcidon regional, presiones y flujos, se
llevaron a cabo 20 isquemias completas, de 2 minutos de duracion
cada una, separadas por periodos de reperfusion de 3 minutos. Se
tomaron medidas de funcion regional, presiones y flujos durante la
isquemia numero 20. Al finalizar las isquemias se registraron las
medidas correspondientes a la tltima reperfusion y se inicio la
estimulacion ventricular con electrocatéter durante 2 horas con
mediciones igual que en la serie anterior. Tras el cese de la
estimulacion se tomaron medidas a los 5, 30 y a los 60 minutos. Las
extracciones de sangre en esta serie se realizaron antes de abrir el
torax, en la reperfusion tras la ultima isquemia (antes de iniciar la
estimulacion), a los 60 minutos de la estimulacion y a los 5 y 60

minutos del cese de la taquicardia (figura 15).
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Protocolo experimental

% Series con isquemia

Isquemia 10°
Isquemia 20
Isquemias breves y repetidas

Preparacion

experimental Durante 120 min. Recuperacion.
y r 4
& d 4 . & & d
v 300 v v
Pardametros ! 60° v 5 N
Durante v 90" 30" v

iniciales | . B . i
.. isquemia reperfusid
de funcion jue reperfusion 120 60

Figura 15.- Protocolo experimental en las series con isquemia.
Cronograma de mediciones de funcion global y regional (flechas
azules, marrones, y fucsia) y extraccion de muestras de sangre
(jeringuillas).

4. Parametros analizados.

En todos los experimentos fueron analizadas las sefiales de
electrocardiograma periférico, flujo coronario y de raiz adrtica,
presion de ventriculo izquierdo, dP/dt, y curvas de funcion regional.
La estandarizacion y calibracion de las diversas sefales se realizo
antes de iniciar cada experimento y se repitid antes de realizar cada

una de las medidas.
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4.1. Parametros de funcion global.

Frecuencia cardiaca (Ipm) (F.C.)

Presion sistolica del ventriculo izquierdo (mm Hg) (PSVI).
Presion telediastolica del ventriculo izquierdo (mmHg)
(PTDVI).

Gasto cardiaco (I/min) (G. C.).

Volumen latido (ml) (Vol. lat.).

dP/dt de la presion ventricular izquierda (mmHg/seg).

Flujo en la arteria coronaria descendente anterior (ml/min)

(F. Da.).

4.2. Parametros de funcion miocardica regional.

Longitudes telesistolica (LTS, en mm) y telediastélica (LTD,
en mm) de ambos segmentos (isquémico y control).

Fraccion de acortamiento (F. Ac.) de ambos segmentos
(isquémico y control) (%).

Porcentaje de aumento de la longitud telediastolica
(%ALTD) y porcentaje de aumento de la longitud
telesistolica (%ALTS).

La dP/dt, parametro derivado automaticamente de la PVI, se

ha utilizado como curva de referencia para la medida de los

pardmetros de funcion regional (Theroux y cols., 1974). Asi, la LTD

se mide tomando como referencia el punto de inicio de la sefal

positiva de la dP/dt. La LTS se mide a partir del nadir de la

deflexion negativa de la dP/dt (figura 16).
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Figura 16.- Diagrama representativo de los trazados utilizados para el calculo de la
funcién miocérdica regional.

La fraccion de acortamiento sistolico (F. Ac.) se calcula

aplicando la férmula:

F. Ac.=((LTD -~ LTS) /LTD) x 100

El porcentaje de aumento de la longitud telediastolica

(%ALTD) se calcula aplicando la férmula:

%ALTD = ((LTDinicial — LTDt) / LTDinicial) x 100

(donde LTDt es la longitud telediastolica en cada uno de los tiempos (t)

del protocolo en que se realizan mediciones de la contractilidad.)
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El porcentaje de aumento de la longitud telesistolica

(%ALTS) se calcula aplicando la férmula:

%ALTS = ((LTSinicial — LTSt) / LTSinicial) x 100

(donde LTSt es la longitud telesistolica en cada uno de los tiempos (t) del

protocolo en que se realizan mediciones de la contractilidad.)

4.3. Parametros de estrés oxidativo.
Los parametros estudiados han sido:
* Hidroperoxidos lipidicos (LPOs), en plasma (nmol/l).
* Glutation total, en plasma (uwmol/l).
* Glutatiéon reducido (GSH), en plasma (umol/l).
* Glutatién oxidado (GSSG), en plasma (umol/l).
* Cociente GSH/GSSG, en plasma.

5. Analisis estadistico.
El analisis estadistico se realizo siguiendo los siguientes
pasos.
a) En primer lugar se comprobd y depurd de la base de datos
con el objetivo de detectar valores erroneos y proceder a su
correccion siguiendo el flujo de trabajo esquematizado en la

figura 17.
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Protecciones
exhaustivas

Estadisticas
de missing y
errores

Datos depurados

No

Identificador
depurado

Depurar
variables
de salto

Depurar

el resto de
variables

Incidencias

Si

de los datos

Depurar
identificador

Correccion

Busqueda
del valor

Correccidn
de los datos

Buasqueda
del valor

Informe de
incidencias

Busqueda
| del valor

Correccion
de los datos

Figura 17: Esquema del flujo depuracion de la matriz de datos

b) Los datos se han descrito como media y desviacion estandar

(DE). No se ha utilizado la mediana y el rango intercuartilico

para evitar problemas de espacio en las tablas de resultados.

Sin embargo, se comprobd que se cumplia el supuesto de

normalidad (pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-
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c)

d)

Wilk). Estos valores (media y DE) se han expuesto en las
correspondientes tablas de resultados. También se ha optado
por no representar los errores (DE) en las figuras que
comparan parametros o series para facilitar la comprension
de las mismas y porque ya aparecen en las tablas. Para
evaluar el cambio porcentual de una variable respecto a su
valor inicial se consider6 a dicho valor como el 100%.

Para comparar dos medias se utilizo la prueba t de student y
para comparar mas de dos medias el analisis de la variancia
si los valores de la variable siguieron una distribucion
normal. En caso contrario se utilizo la prueba no paramétrica
de Mann-Whitney para dos grupos o de Kruskall-Wallis para
mas de dos grupos. Cuando la comparacion global entre
grupos fue significativa, la diferencia entre grupos
individuales se determind aplicando la prueba de Tukey.

Se considerd estadisticamente significativo un valor de p <
0,05; sin embargo, valores de p < 0,1 han sido sefialados en
las tablas de resultados dada su proximidad a la significacion
y tratandose de tamanos de muestra relativamente pequefios

(4-5 individuos).
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1. Resultados de funcion global y regional en cada serie.

1.1. Serie sham.

Se utilizaron 4 cerdos. Todos los animales completaron el
protocolo de esta serie. La serie la formaron 1 macho y 3 hembras,
con una mediana de edad de 2,8 meses (rango intercuartilico 2,5 — 3)

y un peso medio de 22,7 kg. (DE 1,7).

1.1.1. Parametros hemodindmicos y de funcion global.

No se detectaron cambios significativos en la serie control o
sham durante las 4 horas que dur6 la observacion en ninguno de los
pardmetros hemodindmicos evaluados respecto a sus valores
iniciales a excepcion de la dP/dt -. El valor de esta variable aumento
al final del experimento alcanzado valores en el limite de la

significacion respecto al inicial (Tabla 3).

Basal 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.

F.C. (lp.m) 110£7.2 101+13 102+ 16 109 £ 15 112+15
Vol. lat. (ml) 24+8 20,1£2,7  22,5+8,8 20429 25+8,6
G. C. (I/min) 2,5+0,9 23+13 2,5+12 2,6+13 29+1,7
PSVI (mmHg) 67+9 64+ 15 63+ 14 65+ 12 68+ 19
PTDVI (mmHg) 62+1,5 62+13 7429 75+3 7+£25
dP/dt + (mmHg/s) | 1537320  1500+389  1425+405 1575405 1700 =422
dP/dt - (mmHg/s) 1262+377  1218+504 1300438  1394+466 1525+ 510%

Tabla 3.- Parametros hemodinamicos y de funcion cardiaca global en la serie
Sham. Los valores representan media + DE .* p < 0,05 respecto al valor inicial.
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1.1.2. Parametros de funcién regional.

1.1.2.1. Zona dependiente de la CCx.

Como se observa en la tabla 4 la longitud telediastélica

(LTD) tendié a reducirse de forma minima, sin modificarse la

longitud telesistolica (LTS), y sin diferencias estadisticas respecto a

sus valores iniciales. Esta menor LTD se tradujo en una reduccion

de la fraccion de acortamiento (F. Ac.) regional en la zona control,

que tampoco fue estadisticamente significativa.

Basal 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
LTD (mm) 10,7408  106+0,8 10711 103+1,3 103+ 1,4
%ALTD 100° 98.8 99,3 95,9 95,9
LTS (mm) 9,9+ 1,4 9,8+1,3 10,1+ 1,1 9,8+1,5 9,8+1,7
%ALTS 100° 98,4 109,1 98,8 98,6
F. Ac. (%) 77+7 8+6,7 57+1,5 51442 51445
%AF.Ac. 100° 103,9 74 66,2 66,2

Tabla 4.- Parametros de funcion regional en la zona control (territorio de la arteria
circumfleja). Los valores representan media + DE . Svalor de referencia para el
cambio (A) porcentual en LTD, LTS y F. Ac.
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1.1.2.2. Zona dependiente de la CDA.

Como se observa en la tabla 5 no encontramos diferencias en
los parametros de funcion regional en el territorio de la arteria
descendente anterior a lo largo de la observacion en la serie sham.

Durante las cuatro horas de observacion el flujo coronario
medido en la arteria descendente anterior (F. Da.) se mantuvo
practicamente sin modificaciones.

Tanto la LTD como la LTS apenas se modificaron, salvo una
reduccion de ambas observada a los 60 minutos del inicio del
experimento, lo que se tradujo en una reduccion significativa de la F.

Ac., si bien se recuper6 en las siguientes 3 horas de observacion.

Basal 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.

F.Da. (mUmin) | 174418 167%25  165+08  155+0,6 15,6+ 0,7
LTD (mm) 122412 114%1 11313 11,9+14 11,8+ 1,4
%ALTD 100° 934 92,6 97,5 96,7
LTS (mm) 10,741 103=12  103=11  10,7+1,1 10,6+ 1,2
%ALTS 100° 96,2 96,2 99,9 99,1
F. Ac. (%) 12,6+ 1,8  104+£19% 114+12  102+24 11,122
%AF.Ac. 100° 82,5% 90,5 80,9 88,1

Tabla 5.- Parametros de funcion regional de la zona dependiente de la descendente
anterior. Los valores representan media + DE. $ Valor de referencia para el cambio
(A) porcentual en LTD, LTS y F.Ac. * Valor de p < 0,05 respecto al valor inicial.
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1.1.2.3. Comparacién entre zona dependiente de la CDA y la zona
dependiente de la CCx.

Cuando comparamos las dos zonas estudiadas, observamos
que en la serie sham no existieron diferencias significativas en el
porcentaje de cambio (respecto al valor inicial) de la LTD (figura
18A) y LTS (figura 18B). La F. Ac. se mantuvo mas o menos
constante en la zona dependiente de la CDA y tendi6 a disminuir en
la zona dependiente de la CCx (figura 18C) aunque no se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas entre ambas zonas.

A) Longitud Telediastolica
(% de cambio respecto al valor inicial)

150 1
140
130 1
120
10 1

100 - v 8 3 —&o—Territorio Cx
B Za—

90 - ¢ ¢ Territorio Da

80 1
70
60 1

Basal 60 min 120 min 180 min 240 min
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B) Longitud Telesistolica
(% de cambio respecto al valor inicial)
150 7
140 1
130 1
120 -
10 1
100 - _/\ o —&—Territorio Cx
‘ 4 4 v ’ Territorio Da
90
80 1
70 -
60 1
50 T . T T )
Basal 60 min 120 min 180 min 240 min
O Fraccion de Acortamiento
(% de cambio respecto al valor inicial)
140
120 -

100 1 ""//Q\
L 4
80 1 4 \\ ¢ ¢ —&—Territorio Cx

% Territorio Da
60 A
40 1
20 1
0 T r r r \
Basal 60 min 120 min 180 min 240 min

Figura 18 (A, B y C).- Representacion de la evolucion del cambio porcentual de la
longitud telesistolica, telediastolica y fraccion de acortamiento de las zonas
dependientes de la CDA y de la CCx en la serie sham. Valores de p entre zonas no
significativos.
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1.2. Serie con estimulacion ventricular y sin isquemia.

Se utilizaron 7 cerdos. Cinco animales completaron el
protocolo de esta serie. Esta serie estuvo formada por 1 macho y 4
hembras, todos de tres meses de edad y un peso medio de 23,8 Kg.
(DE 2,2). De los dos animales excluidos, uno lo fue porque no
finaliz6 el protocolo experimental debido a que sufrié una fibrilacion
ventricular a los 90 minutos de la sobreestimulacion. Se traté de un
macho de 4 meses de edad y 27 Kg. en el que la apertura de torax e
implante de dispositivos de medida fue mas laboriosa que en el resto
de animales de esta serie (100 vs 60 minutos). El otro animal, una
hembra de 2 meses y medio y 25 Kg. fue excluida porque, tras una
intubacion orotraqueal muy laboriosa, la frecuencia cardiaca basal
era muy elevada (190 lpm), aparentemente en ritmo sinusal, sin

conseguirse su estabilizacion.

1.2.1. Parametros hemodinamicos y de funcion global (tabla 6).

En esta serie se utilizd6 una frecuencia de estimulacion
promedio de 162 lpm. Tras el cese de la sobreestimulacion, la FC se
mantuvo elevada respecto a su valor inicial en los primeros cinco
minutos (p = 0,06), tendiendo a volver lentamente a sus valores
iniciales a los 30 y 60 minutos.

El volumen latido (Vol. lat.) y la PSVI disminuyeron
significativamente durante la sobreestimulacion. Sin embargo el
gasto cardiaco (G. C.) no se modificé. Tras el cese de la taquicardia,

el Vol. lat. se recuperd de forma inmediata mientras que el G. C.

124



Capitulo 4 Resultados

permanecid sin cambios. La PSVI se recuperé inmediatamente tras
el cese de la taquicardia pero sus valores fueron disminuyendo hasta
alcanzar significacion estadistica respecto al valor inicial a los 60
minutos de la recuperacion.

Los cambios en la PTDVI no fueron significativos durante la
taquicardia aunque se objetivd un descenso ligero de la misma. La
PTDVI no se modifico en la recuperacion.

Tanto la dP/dt positiva como la negativa se redujeron
significativamente durante la taquicardia. Durante la recuperacion, la

dP/dt positiva se mantuvo en valores significativamente bajos

respecto al valor inicial, mientras que la dP/dt negativa se recupero.

Basal stim60 m  stim120 m recS m rec30 m rec60 m
F.C. (Lpm.) 98+ 12,5 162+18,7 162+ 18,7 1222475 116+21,9 116 20,3
Vol. Lat. (ml) 30,122 19+ 4,8% 19,6 = 6* 31,8+9,1 31,576 29,5+6,7
G. Card. (I/min) 2905 3£0,7 3,108 4217 38+17 3515
PSVI (mmHg) 89,4+ 11,1 56,8 £ 15,6% 64,4i21,1# 96,6 = 6,6 80,8+ 11,1 772 + 16,4*
PTDVI (mmHg) 8+2,1 7,7£2,1 6,7+29 9,6+43 88+2 842
dP/dt + (mmHg/s) 1730 £ 159 1490 + 178* 1430 £ 171%* 1385+ 150% 1320+ 152% 1345 = 109*
dP/dt - (mmHg/s) 1805 + 62 1105 +289* 1200 + 272%* 1868123 1612+157% 1736202

Tabla 6.- Parametros hemodinamicos y de funcién global en la serie con
estimulacion pero sin isquemia. Los valores representan media + DE. *p < 0,05
respecto a valor inicial. *Valor de p entre 0,1 y 0,05.
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1.2.2. Parametros de funcién regional.

1.2.2.1. Zona dependiente de la CCx (Tabla 7).

Durante la taquicardia la LTD tendi6 a disminuir alcanzando
esta reduccion significacion estadistica a los 120 minutos de la
sobreestimulacion. A los 5 minutos del cese de la sobreestimulacion
la LTD ya no mostré diferencia estadistica respecto a su valor
inicial, alcanzando un valor similar al basal al final de la
recuperacion.

La LTS no se modificé de forma significativa durante la
sobreestimulacion ni tras el cese de la misma.

La F. Ac. se redujo significativamente durante la taquicardia
y se mantuvo reducida al cesar ésta y durante los 60 minutos de la

fase de recuperacion.

Basal stim60 m stim120 m recS m rec30 m rec60 m

LTD (mm) 9,6 0,7 9,1+0,9 8,7+0,7* 9,2+0,7 9,4+0,7 9,5+0,7

%ALTD 100° 94,8 90,6 95,8 97,8 98,9

LTS (mm) 89+0,7 8,8+0,9 85+0,8 8,9+0,6 9+0,7 9,1+0,6

%ALTS 100° 98,8 95,5 99,9 101,1 102,2
F. Ac. 7,723 33+1,9* 2,6 +£2,1% 38+ 1,7* 45+1,6 43+ 1,4*
%AF . Ac. 100° 42,9% 33,8% 49,3* 58,4 55,8%

Tabla 7.- Parametros de funcion regional en la zona control (territorio de la arteria
circumfleja). Los valores representan media + DE. $Valor de referencia para el
cambio (A) porcentual en LTD, LTS y F.Ac. *p < 0,05 respecto al valor inicial.
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1.2.2.2. Zona dependiente de la CDA. (Tabla 8).

El flujo medido en la CDA decay6 significativamente
durante la taquicardia. En la fase de recuperacién se recuperd
inmediatamente, pero se detectd a los 30 y 60 minutos de la
recuperacion una clara tendencia al descenso aunque sin alcanzar la
significacion estadistica respecto al valor de referencia inicial.

La LTD en la zona apico-medial se redujo durante la
estimulacion. Este menor alargamiento fibrilar telediastolico alcanzé
un valor de p significativo a las 2 horas de la taquicardia. El
acortamiento de la LTD objetivado durante la estimulacion se
recuperd rapidamente tras el cese de la taquicardia.

La LTS, por el contrario, apenas se modifico durante la
estimulacion. Durante la recuperacién postaquicardia la LTS se
incremento ligeramente, sin que ninguno de los valores alcanzase la
significacion estadistica.

La menor LTD durante la sobreestimulacion se tradujo en un
descenso significativo de la F. Ac. en la fase de taquicardia.
También en la fase de recuperacion la F. Ac. se mantuvo por debajo
de sus valores iniciales pero, a diferencia de la zona control, sin

alcanzar significacion estadistica.
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Basal stim60 m stim120 m recS m rec30 m rec60 m

F. Da. (ml/min) 12,1+48 7,4+ 4,6* 75+22 148+13 9.8+25 89+23
LTD (mm) 144+27 12,8429 12,7 +2,4% 143+28 143+28 143429
%ALTD 100$ 88,8 88,2 99,3 99,4 99,7
LTS (mm) 11,9+24 11,9+25 11,7+24 12,6+2,6 124+2,7 12,5428
%ALTS 100$ 99,9 98,3 105,9 104,2 105
F. Ac. (%) 169+6,5 6,5+2,5% 79+ 1,4% 12,1 £2,9 13,6+33 129+3.,6
%AF.Ac. 100$ 38,5 46,7 71,6 80,5 76,3

Tabla 8.- Parametros de funcion regional de la zona dependiente de la descendente
anterior. Los valores representan media + DE. $Valor de referencia para el cambio
(A) porcentual en LTD, LTS y F.Ac. * Valor de p < 0,05 respecto al valor inicial.

1.2.2.3.- Comparacién entre zona dependiente de la CDA y la zona
dependiente de la CCx. (figuras 19 A, By C).

Comparamos el porcentaje del cambio de los parametros de
funcion regional respecto a sus valores iniciales en las dos zonas
estudiadas (latero-basal y apico-medial) y no hallamos diferencias
significativas en los valores de la LTD y LTS durante la taquicardia
ni tras el cese de la misma (figuras 19A y 19B).

Tampoco el porcentaje de cambio de la F. Ac. mostrd
diferencias durante la taquicardia. Sin embargo, la fraccion de
acortamiento en la zona irrigada por la CCx mostré una reduccion
porcentual mayor que la irrigada por la CDA, siendo significativa
esta diferencia solo a los cinco minutos del cese de la taquicardia
con una tendencia a mantener estas diferencias a los 30 y 60 minutos

(figura 19 C).
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A) Longitud Telediastolica
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150 -
140 -
130 -
120 -

110 A
—&— Territorio Cx

100 A o
90 - ~&— Territorio Da

80 1
70 -
60 A
50 T T T T T J

Basal Estim. 60 Estim. Rec.5" Rec 30" Rec. 60’

120°
B) Longitud Telesistolica
(% de cambio respecto al valor inicial)

150 1
140 A
130 1
120 A
S R e N
90 - ~&— Territorio Da
80 1
70 -
60 A
50 T T T T T J

Basal Estim. 60 Estim. Rec.5 Rec.30" Rec. 60’

: 120°

129



Capitulo 4 Resultados

0] Fraccion de Acortamiento.
(% de cambio respecto al valor inicial)

140
120
100

80 A % —— Territorio Cx
—o—Territorio Da

60 1
40

20 1

Basal Estim. 60" Estim. 120 Rec.5" Rec.30" Rec. 60"

Figura 19 (A, B y C).- Representacion de la evolucion del cambio porcentual de la
longitud telesistolica, telediastolica y fraccion de acortamiento de las zonas
dependientes de la CDA y de la CCx en la serie con sobreestimulacién y sin
isquemia previa. * Valor de p entre zonas < 0,05.

1.3.- Serie con isquemia de 10 minutos seguida de estimulacion.

Se utilizaron 7 cerdos. Cinco animales completaron el
protocolo. Esta serie estuvo formada por 2 machos y 3 hembras, con
una mediana de edad de 3,5 meses (rango intercuartilico 3 — 4,2) y
un peso medio de 27 Kg. (DE 3,3). De los dos animales excluidos,
uno lo fue porque no finalizo6 el protocolo experimental debido a que
sufri6 una fibrilacion ventricular a los 100 minutos de la
estimulacion. Se traté de un hembra de 5 meses de edad y 32 Kg. El
otro animal, una hembra de 3 meses y 21 Kg. presento, al manipular

la arteria descendente anterior, un espasmo que preciso de
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nitroglicerina para revertirlo; posteriormente, al implantar el
medidor de flujo aodrtico, sufrid una asistolia que interpretamos

causada por espasmo del tronco comun izquierdo.

1.3.1.- Parametros hemodindmicos y de funcién global (tabla 9).

La oclusion del segmento medio de la CDA no produjo
alteraciones significativas en la FC durante los 10 minutos que dur6
la isquemia en esta serie. Tampoco en la reperfusion se modificd
significativamente. En esta serie se utilizO una frecuencia de
estimulacion promedio de 164 Ipm. Tras el cese de la estimulacion,
la FC se mantuvo sin diferencias respecto al valor de inicio.

Tanto el Vol. lat. como el G. C. se redujeron de forma
significativa durante la isquemia, recuperandose en la reperfusion.
Sin embargo la presion sistolica del ventriculo izquierdo apenas se
modificd. Durante la estimulacion, de nuevo el Vol. lat. se redujo de
forma significativa, no asi el G. C. que permanecid inalterado. La
PSVI disminuy6 durante la estimulacion aunque sin alcanzar
significacion estadistica. Tras el cese de la taquicardia, el Vol. lat. y
el G. C. se redujeron progresivamente hasta alcanzar la significacion
estadistica a los 30 y 60 minutos del cese de la taquicardia. En esta
fase, la PSVI se recuper6 en el periodo inmediato al cese pero con
una tendencia a disminuir durante el resto de la recuperacion.

La PTDVI aumentd durante la isquemia aunque sin alcanzar
significacion estadistica debido a unas desviaciones tipicas amplias.
En la reperfusion retornd a los valores iniciales. La PTDVI se redujo

durante la primera mitad de la sobreestimulacion, también sin
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significacion estadistica, aumentando hasta igualarse con el valor
inicial en la segunda mitad de la taquicardia. Al finalizar la
taquicardia, la PTDVI fue mayor que la inicial (pero con valor de p
no significativo) a los 5 y 30 minutos, normalizandose al final de la
observacion.

La dP/dt positiva no se modificé durante la isquemia y tendid
(p<0,1) a incrementarse en la fase de reperfusion. Durante la
estimulacion, se mantuvo por encima de los valores iniciales en los
primeros 60 minutos (p < 0,1) igualandose a su valor inicial al final
de esta fase. Tras el cese de la estimulacion la dP/dt + no se
modificod en los primeros minutos y se redujo progresivamente
respecto al valor inicial a los 30 y 60 minutos aunque sin
significacion estadistica.

La dP/dt negativa no se alterd durante los 10 minutos de
isquemia y tampoco en la reperfusion. Disminuy6 durante la
estimulacion ventricular rdpida con valores a los 120 minutos
significativamente menores que los iniciales. Tras cesar la
sobreestimulacion los valores de la dP/dt negativa fueron similares a
los iniciales con una tendencia ligera al descenso en los 60 minutos

siguientes.

1.3.2.- Parametros de funcion regional.

1.3.2.1.- Zona dependiente de la CCx (tabla 10).

Ni la LTD ni la LTS se modificaron significativamente

durante la isquemia o la reperfusion en esta zona. Durante la

132



Capitulo 4 Resultados

Isquemia o Sobreestimulacion Recuperacion
inuto 9 Reperfusion = -

(minuto 9) 60 min 120 min. 30 min. 60 min.
F.C. (Lp.m.) 106,6 + 15,2 98,2+ 153 98,8+ 12,1 164 +3.8 164 +3.8 108,4+9,9 1084+9,9 1024+76
Vol. Lat. (ml) 32,1+11,4 28,6+ 10,8* 314+114 21,9+ 6,3* 20,8 +5,7* 204+£103  27,5+89"  267+9,1*
G. Card. (I/min) 35+1,6 2,8+ 1,2% 32+ 1,4 3,6+1 3,4+09 32+13 29+ 1,1" 2,7+0,5%
PSVI (mmHg) 81+ 18,1 73,8+ 17,7 75,6 = 18,9 62,4+ 152 65,2 + 14,6 78 £ 17,4 73,7 + 14,9 69,6 £ 7.8
PTDVI (mmHg) 9,7+4,7 11,6 £7,6 9+6,3 6+1,4 94+3,6 12+£57 12,2+5,6 98+33
dP/dt + (mmHg/s) 1488 + 243 1535 + 543 1840+ 485* 1813 £437" 1535413 1543+318  1339+342  1289+318
dP/dt - (mmHg/s) 1510 =595 1461 £410 1538 =436 1386 =307 1130 +548% 1545 £529 1338 £379 1364 =244

Tabla 9.- Parametros hemodinamicos y de funcion global en la serie con estimulacion e isquemia de 10 minutos. Los valores

representan media = DE. Valores de p, respecto al valor inicial: *p < 0,05; " p entre 0,1 y 0,05.
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Isquemia 0 Sobreestimulacion Recuperacion
. Reperfusion - - - -

(minuto 9) 60 min. 120 min. 30 min. 60 min.
LTD (mm) 9,5+0,7 9,7+ 0,4 9,6+ 0,4 9,1 +0,4* 9+ 0,4% 93+0,5 92403 9,5+0,6
%ALTD 100° 102,2 101,1 95,8 * 94,7 * 97,8 96,8 100,3
LTS (mm) 8,9+0,4 8,9+0,4 9,1£0,5 8,8+0,6 8,8+ 0,6 8,9+0,6 88%0,5 9+0,6
%ALTS 100° 100,8 101,8 99,3 99,3 100,4 99,3 101,5
F. Ac. (%) 6,3+4 74+3,1 6,3+4,1 3,1+£4,5 2,7+3,4 45+15 45+17 51+1,9
%AF . Ac. 100° 117,5 100 492 428 71,4 71,4 80,9

Tabla 10.- Parametros de funcion regional en la zona control (territorio de la arteria circumfleja). Los valores
representan media + DE. $Valor de referencia para el cambio (A) porcentual en LTD, LTS y F.Ac. *p < 0,05 respecto
al valor inicial.
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taquicardia, la LTD se redujo significativamente, mientras que la
LTS no sufri6 modificaciones significativas. Tras el cese de la
taquicardia, la reducciébn que sufri6 la LTD se recupero
inmediatamente tras el cese de la misma. La LTS no presentd
cambios.

La F. Ac. no se modificé en esta zona durante la isquemia y
la reperfusion. Durante la estimulacion disminuy6 pero sin alcanzar
estas diferencias la significacion estadistica respecto al valor inicial
lo que atribuimos a la amplia desviacion tipica. Tras el cese de la
taquicardia, la F. Ac. permanecio baja, con tendencia a recuperarse a

los 60 minutos.

1.3.2.2.- Zona dependiente de la CDA. (Tabla 11).

En esta serie el flujo por la CDA se redujo un 26% durante la
oclusion, incrementandose significativamente durante la reperfusion.
Durante la taquicardia el flujo coronario se redujo solo ligeramente.
Tras su cese, el flujo por la CDA se recuperé inmediatamente y se
mantuvo estable hasta el final de esta fase.

La LTD en el territorio dependiente de la CDA no se
modificé durante la isquemia ni en la fase de reperfusion, disminuy6
significativamente durante la sobreestimulacién, y recuperd sus
valores iniciales a los cinco minutos del cese de la misma,
manteniéndose asi hasta el final. La LTS aument6 significativamente
durante la isquemia recuperandose inmediatamente en la
reperfusion. Es mas, la LTS fue mayor que la LTD durante la

isquemia, lo cual reflejé un movimiento discinético de esta region.
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Isquemia o Sobreestimulacion Recuperacion
Basal : Reperfusion -
(minuto 9) 60 min. 120 min. 5 min. 30 min.
F. Da.
. 20,2 £3,1 149+5,6" 33,2+ 10,3% 18,8+ 7,3 17,9+7,1 238+59" 158+41" 189462
(ml/min)
LTD (mm) 15,1+2,.2 15,5+3,9 14,8+3,.2 13,9 £3,2% 13,7+3,1% 143+3,5 14727 14725
%ALTD 100° 102,6 98 928 90,7* 94,7 97,3 97,3
LTS (mm) 12,9+2.2 15,9 +£2,1% 13,1+3,3 12,843 12,4+29 132+3,1 132424 128+1
%ALTS 100° 12327 101,5 99,2 96,1 102,3 102,3 99,2
F. Ac. (%) 14,6 5,4 0,4+ 6,3% 11,6 £6,6 79+2,1% 8,6 & 3,4% 7,6 = 3,9% 102+£42%  12,6+4,5
%AF.Ac 100° 2,7 % 79,4 54,1% 65,9 52,1 % 69,9 * 86,3

Tabla 11.- Parametros de funcion regional en la zona sometida a isquemia (territorio de la arteria descendente anterior). Los
valores representan media + DE. $Valor de referencia para el cambio (A) porcentual en LTD, LTS y F.Ac. *p < 0,05 respecto al
valor inicial. * Valor de p entre 0,1 y 0,05.
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Durante la taquicardia la LTS fue similar a la inicial, al igual que en
la fase de recuperacion postaquicardia.

La F. Ac. presentd una reduccion muy significativa durante
la isquemia, recuperandose inmediatamente tras retirar el clamp
vascular. Durante la sobreestimulacion se redujo de nuevo,
recuperandose lentamente tras el cese de ésta. A los 5 y 30 minutos
de la fase de recuperacion, los valores de la F. Ac. todavia fueron
significativamente inferiores al inicial. A los 60 minutos, aunque

inferiores, la diferencia ya no fue significativa.

1.3.2.3.- Comparacion entre zona dependiente de la CDA y zona
dependiente de la CCx (figuras 20 A, By C).

No hubieron diferencias significativas entre los porcentajes
de cambio de la LTD de las zonas dependientes de la CDA y de la
CCx, en las distintas fases del experimento (figura 20 A).

Sin embargo, y durante la isquemia, la LTS sufrio un
alargamiento del 23% en el territorio dependiente de la CDA (es
decir se acortdé menos) y que fue significativo respecto a la zona no
isquémica, que no se modifico. Durante la taquicardia y durante la
fase postaquicardia no hubieron diferencias entre una y otra region.
(figura 20 B).

La F. Ac. se redujo un 97% (précticamente acinética) en la
zona dependiente de la CDA durante la isquemia, frente al
incremento del 17,5% que experimentd en la zona dependiente de la
CCx. Durante la taquicardia la reduccion de la F. AC. fue similar en

ambas regiones (en torno al 50%). En la fase de recuperacion tras la

137



Capitulo 4 Resultados

sobreestimulacion, las F. Ac. de ambas zonas se recuperaron
progresivamente, alcanzando el 80-86% de su valor inicial al final

del experimento, sin diferencias estadisticas entre ellas (figura 20 C).

A) Longitud Telediastolica
(% de cambio respecto al valor inicial)

150 4
140 1
130 1
120 1
110

100 A
—— Territorio Cx
90 1

@ Territorio Da
80 1

70
60 1
50 T T T T T T T 1

Basal 9 min. Postisq Estim. Estim. Rec.5" Rec. 30" Rec. 60°
Isq. 60" 120°
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B) Longitud Telesistolica
(% de cambio respecto al valor inicial)
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Figuras 20 (A, B y C).- Representacion de la evolucion del cambio porcentual de
la longitud telesistolica, telediastolica y fraccion de acortamiento de las zonas
dependientes de la CDA y de la CCx en la serie con isquemia continua 10
minutos. * Valor de p entre zonas < 0,05.
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1.4.- Serie con isquemia de 20 minutos seguida de estimulacion.

Se utilizaron 6 cerdos, cinco animales completaron el
protocolo de esta serie que estuvo formada por 1 macho y 4
hembras, con una mediana de edad de 3,5 meses (rango
intercuartilico 2,8 — 3,5) y un peso medio de 27 Kg. (DE 3,3). Un
animal fue excluido por desarrollar un cuadro de hipertermia

maligna.

1.4.1.- Parametros hemodindamicos y de funcion global (Tabla 12).

La FC no se modifico ni durante la isquemia, ni en la
reperfusion. La frecuencia de estimulacion promedio fue de 157
Ipm. Tras el cese de la sobreestimulacion, la FC fue mas alta que la
inicial en el control realizado en los primeros 5 minutos,
normalizandose a los 30 y 60 minutos.

El Vol. lat. se redujo significativamente durante la isquemia,
retornando a su valor inicial tras la desobstruccion de la arteria.
Durante la taquicardia se redujo de nuevo, recuperandose
inmediatamente tras el cese de ésta. El G. C. también disminuyd
durante la isquemia normalizdndose en la reperfusion. Durante la
sobreestimulacion se mantuvo ligeramente elevado respecto al valor
inicial al igual que durante la fase de recuperacion.

La PSVI, aunque también disminuy¢ durante la isquemia, no
llegd a alcanzar significacion estadistica. Se redujo durante la
taquicardia y retorn6 a los valores iniciales en la fase de

recuperacion. La dP/dt + disminuyé durante la isquemia,
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normalizandose en la fase de reperfusion, con valores de p cercanos
a la significacion estadistica. No se modifico durante la
sobreestimulacion ni durante la recuperacion.

La PTDVI no mostré cambios significativos. La dP/dt -, sin
embargo, se redujo a los 20 minutos de isquemia, recuperandose por
encima de los valores iniciales en la reperfusion. Disminuy6 de
nuevo durante la estimulacion ventricular rapida recuperandose tras
el cese de la misma aunque con una reduccion no significativa a los

60 minutos.
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Isquemia . Sobreestimulacion Recuperacion
. Reperfusion : . : -

(minuto 19) 60 min. 120 min. 30 min. 60 min.
F.C. (l.p.m.) 92+6,2 87,2+6,7 92+17,2 157 4,5 15745 10754727 99576 972+6,5
Vol. Lat. (ml) 33,8+10,8 29,3 £ 12,1* 32,1114 252+12,9% 24,1+ 132% 30,7+ 11,1 31,9+11,9 315+114

. *

G. Card. (I/min) 3,1£1,1 26+12 3+1,5 39+2,1 3,8+2,1 38+2 3,6+2 3,6+£2,1
PSVI (mmHg) 73 + 14,8 62+ 18,2 71+6,5 59+ 18,5 64,4+ 13,2 77,5+9,6 73,7+ 6,3 80,3 + 16,1
PTDVI (mmHg) 8,8+£3,2 9,6+1,8 8,8+£3,8 72£1,7 78+2,1 12£3,7 84+1,5 7,6+1,3
dP/dt + (mmHg/s) 1440 = 233 1030+ 387 1580 + 485 1440 = 763 1570 = 615 1585 = 557 1610692 1490 + 327
dP/dt - (mmHg/s) 1255 + 346 1060 + 311% 1500 + 799 1090 + 835 1080 + 834 1455 701 1490+ 838 1290 + 542

Tabla 12.- Parametros hemodinamicos y de funciéon global en la serie con estimulacion e isquemia de 20 minutos. Los valores
representan media + DE. Valores de p, respecto al valor inicial: *p <,05; # p entre 0,1 y 0,05.
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1.4.2.- Parametros de funcion regional.

1.4.2.1- Zona dependiente de la CCx (Tabla 13).

La LTD no se modifico durante la realizacion de la isquemia
ni tampoco durante la reperfusion. Durante la sobreestimulacion se
detectd un acortamiento significativo (de entre el 6-8%) de la LTD
de esta zona, que no llegd a recuperarse en la fase postaquicardia. La
LTS tampoco se modificoé ni durante la isquemia ni durante la
reperfusion. Durante la taquicardia y tras ésta, la LTS no reflejo

modificaciones significativas.

La F. Ac. no se modifico en esta zona en la fase de isquemia
aunque en la reperfusion se redujo un promedio del 30%, aunque sin
significacion estadistica. Durante la sobreestimulacion ventricular
rapida la F. Ac. disminuy6 de forma muy significativa (p < 0,001).
Tras el cese de la taquicardia, se recuperd hasta un 85% de la inicial
pero con tendencia a reducirse en los controles a los 30 y 60

minutos.
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Isquemia o Sobreestimulacion Recuperacion
. 19 Reperfusion - - -
(minuto 19) 60 min. 120 min. 60 min.
LTD (mm) 9,5+0,9 9,5+0,8 9,3+0,8 8.9+ 1,1% 8,7 +0,9% 9,1+0,8 9,1+0,8 8,9+0,6
%ALTD 100° 100,6 98,8 94 91,7* 96,9 96,5 94,9
LTS (mm) 8,9+ 0,8 8,9+ 0,9 89+0,9 8.8+ 1,1 8,7+ 0,9 8,6+0,8 8,7+0,8 8,6+0,6
%ALTS 100° 100,1 100,4 99,6 98 97,7 98,2 97,9
F. Ac. (%) 6,4+1,38 6,8+ 1,4 45+ 1,6 0,7 +4,7* -0,1 +£3,7* 55+2,7 46+22 43+33
%AF.Ac. 100° 106,2 70,3 10,9* -1,6* 85,9 71,8 67,2

Tabla 13.- Parametros de funcion regional en la zona control (territorio de la arteria circumfleja). Los valores representan
media + DE. *Valor de referencia para el cambio (A) porcentual en LTD, LTS y F.Ac. *p < 0,05 respecto al valor inicial.
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1.4.2.2.- Zona dependiente de la CDA (Tabla 14).

Una oclusién de 20 minutos en el segmento medio de la
CDA redujo de forma significativa en un 50% el flujo coronario en
el segmento proximal de esta arteria, con un incremento de casi el
doble respecto al valor inicial durante la reperfusion. La taquicardia
se acompafio de una reduccion muy significativa del flujo por la
CDA, normalizdndose de forma inmediata, aunque con una
tendencia a reducirse, durante la fase de recuperacion.

La LTD no se modificé durante ninguna de las fases del
experimento en esta serie. Sin embargo, la LTS aumentd
significativamente un 22,6% durante la isquemia (menor
acortamiento sistolico), retornando a los valores iniciales durante la
reperfusion. Durante la taquicardia y tras ésta apenas se modifico
este parametro.

Ello se tradujo en una F. Ac. negativa, por movimiento
discinético, que produjo en esta zona la isquemia. Durante la
reperfusion, la F. Ac. se equipard a la inicial. Durante la taquicardia
se redujo un 50% respecto al valor inicial, manteniéndose reducida

de forma significativa a los 60 minutos en la fase postaquicardia.
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Isquemia o Sobreestimulacion Recuperacion
. 19 Reperfusion : - - -
(minuto 19) 60 min. 120 min. 5 min. 30 min.

F. Da. (ml/min) 17,4+5,9 9,8 + 4,4% 30,8 + 8,2% 6+0,3* 8+£0,3* 19,4 +5,7 159+7,1 13,8 4,1
LTD (mm) 12+1,6 12,622 123+1,8 11,6+ 1,6 11,5+ 1,4 12,1+1,5 11,7+1,5 11,8+ 1,4
%ALTD 100 104,6 102,4 96,9 96 100,8 98,1 99
LTS (mm) 10,4+ 0,9 12,8 +2,1% 108+ 1,4 10.8+1,3 10,6+ 1,1 11,1+1,2 10,5+1,2 10,9+ 1,1
%ALTS 100 122,6% 103,9 104,2 102,4 106,4" 101,6 104,6
F. Ac. (%) 13+5.2 -1,7+£3.2% 11,9+2,9 6,5+ 4* 7,2+ 4.4% 82+26" 10+3,3 8,1+3,1%
%AF.Ac. 100 -13,1 91,5 50 55,4 63,1 76,9 62,3

Tabla 14.- Parametros de funcion regional de la zona sometida a isquemia (territorio de la descendente anterior). Los valores
representan media + DE. $Valor de referencia para el cambio (A) porcentual en LTD, LTS y F.Ac. Valores de p, respecto al
valor inicial: *p =<,05; # p entre 0,1 y 0,05.
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1.4.2.3.- Comparacion entre zona dependiente de la CDA y zona

dependiente de la CCx (figuras 21 A, By C).

Los cambios porcentuales de la LTD respecto a su valor
inicial no mostraron diferencias entre la zona dependiente de la CCx
y la irrigada por la CDA a lo largo de la distintas fases del
experimento (figura 21 A).

La LTS, sin embargo, sufrid, respecto a su valor inicial, un
alargamiento (menor acortamiento) durante la isquemia en la zona
dependiente de la CDA respecto a la zona control (no isquémica)
Durante la reperfusion, los valores de la LTS entre ambas zonas
fueron similares al igual que durante la fase de taquicardia y de
recuperacion (figura 21 B).

Durante la isquemia, la F. Ac. fue significativamente menor
en la zona irrigada por la CDA respecto a la zona irrigada por la
CCx. En la fase de reperfusion estas diferencias desaparecen, aunque
llamo la atencidon que mientras la primera se recuper6 rapidamente
hasta sus valores iniciales, la segunda tendi6 a reducirse respecto al
valor inicial. Durante la sobreestimulacion se objetivo una reduccion
de la F. Ac. en ambas regiones durante la taquicardia siendo
llamativa la mayor reduccion observada en la zona dependiente de la
CCx respecto a la zona dependiente de la CDA. Esta diferencia entre
zonas fue significativa a los 120 minutos de inicio de la taquicardia.
Tras su cese, las F. de Ac de ambas zonas se recuperan a valores
entre el 60 y el 80% de los iniciales, pero sin diferencias entre ellas

(figura 21 C).
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A) Longitud Telediastolica
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Figuras 21 (A, B y C).- Representacion de la evolucion del cambio porcentual de
la longitud telesistolica, telediastolica y fraccion de acortamiento de las zonas
dependientes de la CDA y de la CCx en la serie con isquemia continua 20
minutos. * Valor de p entre zonas < 0,05.

1.5.- Serie con 20 isquemias breves y repetidas.

Se utilizaron siete cerdos completando el protocolo cinco. De
los dos animales que no terminaron el protocolo experimental, uno
fue excluido por presentar hipertermia (41° a los 60 minutos de la
fase de estimulacion ventricular) y el otro por presentar asistolia al
finalizar el protocolo de isquemias. Esta serie estuvo formada por 2
machos y 3 hembras, con una mediana de edad de 3 meses (rango

intercuartilico 2,25 — 3) y un peso medio de 22,4 Kg. (DE 3,9).
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1.5.1.- Parametros hemodinamicos y de funcion global (Tabla 15).

En esta serie se objetivo una reduccion significativa de la FC
durante la ultima isquemia, que no se recuperd durante la
reperfusion. La FC media de estimulacion fue de 158 Ipm. Tras el
cese de la taquicardia, aunque en promedio la FC se mantuvo en
valores por debajo de la inicial, hubo una importante variabilidad
entre animales lo que se tradujo en una desviacion tipica muy amplia
y ausencia de significacion estadistica.

El Vol. lat. disminuy¢ significativamente durante la isquemia
nimero 20 y no se recuperd durante la reperfusion. Durante la
taquicardia la reduccion del Vol. lat. se acentué manteniéndose
reducida tras el cese de la misma. El G. C. también se redujo durante
la isquemia 20 sin recuperarse en la reperfusion que la siguid. La
sobreestimulacion consiguié aumentar el G. C. pero, tras el cese de
la misma, el aturdimiento fue evidente reflejado por valores bajos
del G. C.

La PSVI sufrié unos cambios paralelos a los del Vol. lat.,
manteniéndose en valores por debajo de los iniciales durante toda la
prueba. Esta afectacion importante de la funcion sistolica del V.I.
también se reflejo en la dP/dt +.

La PTDVI no se modificoé significativamente durante las
distintas fases del experimento, aunque durante la sobreestimulacion
los promedios de sus valores fueron inferiores a los iniciales. Sin

embargo, la dP/dt - se mantuvo en valores significativamente bajos
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durante las distintas fases, incluso a los 60 minutos de la

recuperacion.
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Isquemia Ultima Sobreestimulacion Recuperacion
n°20 reperfusion 60 min. 120 min.
F.C.(lLpm.) 101 +5,8 93 £ 5,5% 91 + 6,5* 158 +5,5 158 +5,5 92 +£25,7 90 +31,9 85+28,4
Vol. Lat. (ml) 26,953 23,8 +5,.2% 243 +57* 19,2 £2,7% 14,3 +£4,9% 19,7 +6,1 173+6,9" 16 + 6,2%
G. Card. (I/min) 2,73+0,6 2,23+ 0,5% 2,23 +0,6* 340,5 23+0,6 1,9+ 1% 1,7+12" 15209
PSVI (mmHg) 706466  60,6+113"  608+129"  486+61*  398+89%  49+147%  52+119" 46 + 8,4
PTDVI (mmHg) 7,8+3,1 7,6 £3,7 92+6,3 56+1,3 48+1,8 6,8+2,2 7,5+3,8 72+33
dP/dt + (mmHg/s) 1710 + 383 985 +331* 1375 + 245 * 1470 + 419 1110+475" 1095312 109042727 970+ 189 *
dP/dt - (mmHg/s) 1455+ 363 950 + 185 * 1080+250*  870+301 * 650 = 154 * 740 + 96 * 800 + 61 * 665 + 89 *

Tabla 15.- Parametros hemodinamicos y de funcion global en la serie con 20 isquemia breves seguidas de sobreestimulacion.
Los valores representan media + DE. Valores de p, respecto al valor inicial: *p =,05; # p entre 0,1 y 0,05.
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1.5.2.- Parametros de funcion regional.

1.5.2.1.- Zona dependiente de la CCx (Tabla 16).

La LTD no se modifico durante la isquemia numero 20 ni en
la reperfusion que la siguid. Se redujo durante la sobreestimulacion
y retornd a valores iniciales durante la fase de recuperacion
postaquicardia. La LTS tampoco se modificd significativamente
durante las distintas fases.

Sin embargo, respecto al valor de inicio, la F. Ac. se redujo
un 25% en esta zona durante la isquemia nimero 20 y se mantuvo
asi en la ultima reperfusion. Disminuy6 atin mas (un 77%) a los 60
minutos del inicio de la sobreestimulacion, llegando a mostrar un
movimiento discinético a las dos horas del comienzo de la
taquicardia. En la fase de recuperacion la F. Ac. se mantuvo en

valores entre un 50 y un 60 % inferiores a los iniciales.

1.5.2.2.- Zona dependiente de la CDA (Tabla 17).

El flujo por la CDA se redujo significativamente durante la
oclusion niimero 20, recuperandose durante la ultima reperfusion,
pero no se produjo la fase de hiperemia que si aconteci6 en las otras
series. Durante la sobreestimulacién, se mantuvo reducido el flujo
por la DA en un 60% a los 120 minutos durante la taquicardia. Tras

su cese, el flujo persistio reducido de forma significativa.
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60 min.

LTD (mm)

%ALTD

LTS (mm)

%ALTS

F. Ac. (%)

%AF.Ac.

9,9+0,9

100

9,4+0,8

100°

5,6+2.8

100°

Isquemia Ultima Sobreestimulacion Recuperacion
n° 20 reperfusion 60 min. 120 min. 30 min.
9,9+0,5 99+1 9,4+0,9 * 9,4+0,8 * 99+1 9,9+0,9
99,2 99,7 93,8* 94,1* 99,2 99,9
9,5+0,8 9,5+0,9 9,2+0,6 9,5+0,7 9,6+1,1 9,7+1
100,6 101,3 98,3 101 102,1 102,7
42£27% 41+28" 1L1+48" S13£53% 29415 3+0,8
75 73,2 19,6 -23.2 51,8 53,6

98412

97,6 "

95412
101,3

22+0,7"

39,3

Tabla 16.- Parametros de funcion regional en la zona control (territorio de la arteria circunfleja). *Valor de referencia para el

cambio (A) porcentual en LTD, LTS y F.Ac. Valores de p, respecto al valor inicial:. *p <0,05. # p entre 0,1 y 0,05.
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Basal Isquemia Ultima Sobreestimulacion Recuperacion
asa .
n° 20 reperfusion 120 min. 30 min. 60 min.

F. Da.

. 13,1+£1,5 4,5+1,5% 13,5+1,5 7,8+ 1,6* 5,5+2,6* 53+2,2% 8§ +2,2% 8,4+ 1,6%
(ml/min)
LTD (mm) 11,4+04 11,3+0,7 11,4409 10,9+ 0,4 11£0,6 11,1£0,9 11,2+0,8 11,2+0,6
%ALTD 100° 99,1 99,9 95,6 96,5 97.4 984 98.4
LTS ABEV 10,3+ 0,6 11,3+1,1 101 10,5+04 10,5+0,3 10,3+£0,7 10,4+0,8 10,3+£0,7
%ALTS _ooMW 109,7 97,1 101,9 101,9 100 100,9 100
F. Ac. A..Xuv 10,1 £4.3 -1,6 £54%* 12+7 43+29%* 47+42 % 7,5+29 7,1+27 8,1+44
%AF.Ac. _ooMW -15,8 118,8 42,6 46,5 74,2 70,3 80,2

Tabla 17.- Parametros de funcion regional de la zona sometida a isquemia (territorio de la descendente anterior). *Valor de
referencia para el cambio (A) porcentual en LTD, LTS y F.Ac. Valores de p, respecto al valor inicial: * p < 0,05.
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La LTD permanecidé sin cambios significativos durante las
distintas fases. La LTS fue ligeramente superior a la inicial durante
la ultima isquemia. En la reperfusion, la LTS se recuperd.

La F. Ac. alcanz6 valores negativos en esta zona durante la
isquemia 20 pero se recuperé inmediatamente en la fase de
reperfusion. Durante la sobreestimulacion se redujo de nuevo entre
un 55-60%, recuperandose parcialmente tras el cese de la taquicardia

con valores todavia entre un 20 y un 30% inferiores a los iniciales.

1.5.2.3.- Comparacion entre zona dependiente de la CDA y zona
dependiente de la CCx (figuras 22 A, By C).

Las LTD de ambas regiones no mostraron cambios respecto
a sus respectivos valores iniciales en ninguna de las fases del
experimento, reduciéndose ambas minimamente durante la fase de
sobreestimulacion. (figura 22 A).

La LTS de la zona dependiente de la CDA se incrementd un
discreto 10% durante la Gltima isquemia, pero este aumento no fue
significativo respecto a la zona control. En las siguientes etapas, los
cambios de la LTS no fueron diferentes entre zonas (figura 22 B).

La F. Ac. mostré diferencias importantes y significativas
entre las dos zonas (figura 22 C). Durante la isquemia ntimero 20 se
redujo mas en el territorio isquémico (alcanzé valores negativos (en
la zona dependiente de la CDA) pero también se redujo un 25% en
la zona control (CCx). Tras esta isquemia, la zona dependiente de la
CDA no solo se recuperd si no que increment6 su F. Ac. un 19%

respecto a la inicial. Mientras, en esta misma fase, la F. Ac. en la
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zona dependiente de la CCx no se recuperd, manteniéndose en
valores un 27% inferiores a los de inicio. Durante la taquicardia, la
F. Ac. se redujo en ambas zonas, aunque de forma mas acentuada en
la region que no fue sometida a isquemia, que llegd a presentar un
movimiento discinético (reduccién promedio de la F. Ac. en la zona
dependiente de la CCx del 123%) a las dos horas del inicio de la
sobreestimulacion. Ambas zonas mejoraron la contractilidad tras el
cese de la taquicardia pero con valores porcentualmente inferiores a
los iniciales, particularmente en la zona dependiente de la CCx, cuya
reduccion de la F. Ac. a los 60 minutos de la recuperacion fue
significativamente mayor que la de la zona que fue sometida a
isquemia (reduccion del 40% vs 20% respecto a sus valores iniciales

respectivos).

A) Longitud Telediastolica
(% de cambio respecto al valor inicial)

’__—'—_—‘\W‘C:‘h—‘ —o—Territorio Cx
——Territorio Da

Basal 20°Isq. Postisq Estim. Estim. Rec.5" Rec. 30" Rec. 60°
60" 120
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B) Longitud Telesistolica
(% de cambio respecto al valor inicial)

——Territorio Da

Basal 20°Isq. Postisq Estim. Estim. Rec.5 Rec. 30" Rec. 60°
60" 120

0) Fraccion de Acortamiento
(% de cambio respecto al valor inicial)

—o—Territorio Cx
——Territorio Da

Basal 20°Isq. Postisq Estim. Estim. Rec.5 Rec. 30 Rec. 60
60" 120

Figuras 22 (A, B y C).- Representacion de la evolucion del cambio porcentual de
la longitud telesistdlica, telediastolica y fraccion de acortamiento de las zonas
dependientes de la CDA y de la CCx en la serie con isquemia de 20 minutos. *p =
0,05 entre zonas.
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2- Comparacion de los resultados de funcion global y regional
entre las series.
2.1.- Pardmetros hemodindmicos y de funcion global.

No hubieron diferencias estadisticamente significativas entre
los valores absolutos iniciales en ninguno de los parametros
hemodinamicos y de funcién global entre las series.

La F.C no mostr6 diferencias significativas en la frecuencia
cardiaca entre las series en la fase de isquemia y reperfusion (o su
equivalente temporal en las dos series sin isquemia). Todas las series
fueron sobreestimuladas a una F. C. un 60% superior a la inicial
(excepto la serie sham). En la fase de recuperacion, solo la serie con
isquemias breves y repetidas (®) y la serie con sobreestimulacion y

sin isquemia (™) mostraron valores diferentes (p=0,06) (figura 23).

200 % de cambio de la frecuencia cardiaca

180
160 -
140 1
120 1
100
80 A

60 1

40

Basal Durante Antes de 60mnde 120mnde S5mntras 30mntras 60 mntras
isquemia estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 23.- Porcentaje de cambio de la frecuencia cardiaca en las distintas fases
del protocolo en cada una de las series. X serie sham (datos extrapolados a fases
temporales equivalentes), M serie sin isquemia, A serie con isquemia 10 min., 4
serie con isquemia 20 min., ® serie con isquemias breves y repetidas. *p < 0,05.
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En las 3 series con isquemia se objetivd un reduccion del
Vol. lat. durante la oclusién de la CDA respecto a las otras 2 series,
aunque las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica.
Tampoco en la reperfusion hallamos diferencias. Durante la
sobreestimulacion, en todas las series donde se realizd el Vol. lat.
disminuyo, también sin diferencias significativas. La serie que
redujo més este parametro fue la serie con isquemias cortas y
repetidas (®) aunque sin diferencias estadisticas respecto al resto de
series. Tras cesar la taquicardia, el Vol lat. aumentd en todas las
series. Es mas, en esta serie el Vol. lat. disminuy6 progresivamente,
alcanzando un valor de p = 0,07 frente al promedio de las series con
isquemia continua (A®) y p = 0,01 frente a las series sin isquemia

(> m), a los 60 minutos de la recuperacion (figura 24).

% cambio del volumen latido
120

80

60

40

Basal Durante Antes de 60 mn de 120 mn de 5 mn tras 30mntras 60 mntras
isquemia estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 24.- Porcentaje de cambio del volumen latido en las distintas fases del
protocolo en cada una de las series. X serie sham (datos extrapolados a fases
temporales equivalentes), M serie sin isquemia, A serie con isquemia 10 min., 4
serie con isquemia 20 min., ® serie con isquemias breves y repetidas. *p < 0,05.
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El G. C. también se redujo en las tres series con isquemia,
durante la misma, entre un 10 y un 20% respecto al valor inicial,
pero sin diferencias entre series (p>0,05 entre ellas y respecto a las
dos series control (sin isquemia)). A los 60 minutos de iniciada la
taquicardia, el G. C. se mantuvo en valores similares a los iniciales
en todas las series excepto en la serie con isquemia previa de 20
minutos (#) en la que se incrementd un, no significativo, 25%. A los
120 minutos del inicio de la taquicardia, el G. C. se redujo en la serie
con isquemias breves y repetidas (®) un 16% respecto a su valor
inicial pero tampoco sin diferencias respecto al resto de series. Tras
el cese de la sobreestimulacion, la serie sin isquemia (™) incrementd
inmediatamente el G. C. incluso un 40% por encima del valor
inicial. Esto contrast6 (p<0,05) con la reduccion que experiment6 la
seric (®). No hubo diferencias estadisticas entre las series con
isquemia en este punto del experimento. Al final de la fase de
recuperacion, la serie (®) solo demostrd diferencias significativas (p
= 0,04) respecto a las series sin isquemia (X ®) mientras que, aunque
frente a las dos series con isquemia continua (A 4) las medias del
cambio porcentual del G. C. fueron muy diferentes (58,9 (®) vs 97,9
(A #)), la p fue no significativa por la amplia desviacion tipica de la

serie (®) (DE = 46,7) (figura 25).
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% de cambio del Gasto Cardiaco
160 1

140

120 A

100 A

80 1

60

40

Basal Durante Antes de 60mnde 120mnde 5S5mntras 30mntras 60 mntras
isquemia estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 25.- Porcentaje de cambio del gasto cardiaco en las distintas fases del
protocolo en cada una de las series. X serie sham (datos extrapolados a fases
temporales equivalentes), ® serie sin isquemia, A serie con isquemia 10 min., 4
serie con isquemia 20 min., ® serie con isquemias breves y repetidas. *p < 0,05.

En las series con isquemia, la PSVI se redujo ligeramente
(entre un 5 y un 10%) durante la oclusion de la CDA, tendiendo a
recuperarse en la reperfusion. Durante la taquicardia todas las series
(excepto la serie sham) redujeron la PSVI, sin diferencias entre ellas.
A los cinco minutos de cesar la taquicardia hubieron diferencias
significativas entre la serie con isquemia cortas y repetidas (@) y las
series sin isquemias ((m) (p < 0,01) y las series con isquemias de 10
y 20 minutos (A4) (p < 0,01). Al final de la recuperacion se
encontraron diferencias solo entre la serie con isquemias cortas y
repetidas (@) y las series con isquemias continuas (A ) (p = 0,036).
Respecto a las series control (sin isquemia) el valor de p alcanzado

fue de 0,1 (figura 26).

162



Capitulo 4 Resultados

% de cambio en la PSVI

10 4
100 1
90 1
80
70
60
50 1
40

Basal Durante Antesde  60mnde 120mnde Smntras 30mntras 60 mntras
isquemia estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 26.- Porcentaje de cambio de la presion sistolica del V. Izdo. en las
distintas fases del protocolo en cada una de las series. serie sham (datos
extrapolados a fases temporales equivalentes), B serie sin isquemia, A serie con
isquemia 10 min., 9 serie con isquemia 20 min., ® serie con isquemias breves y
repetidas. *p < 0,05.

La dP/dt positiva se redujo significativamente en la serie con
isquemia breves y repetidas (®) frente a la serie con isquemia de 10
minutos (A) (p = 0,01) al final de la fase de isquemia. Estas
diferencias se mantuvieron durante la reperfusion (p < 0,02) tanto
frente a la serie (A) como respecto al promedio de las dos series con
isquemia continua (A #) . La dP/dt positiva no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre las series durante la taquicardia
aunque la serie con isquemias breves y repetidas (®) fue la que
obtuvo valores mas bajos respecto a los iniciales. Al cesar la
taquicardia, si encontramos diferencias importantes en el porcentaje
de cambio de la dP/dt positiva entre series: a los cinco minutos del
cese, la dP/dt en la serie con isquemia cortas y repetidas (®) obtuvo

un valor de p de 0,09 frente a la serie con isquemia de 20 minutos

163



Capitulo 4 Resultados

(®) y <0,01 frente al promedio de las dos series con isquemia
continua (A#). La diferencia entre las series (®) y (®) se
incrementd a los 30 minutos (p = 0,06) y a los 60 minutos (p =
0,001). También al final de la fase de recuperacion (60 minutos) se
detectaron diferencias entre la serie con isquemia cortas y repetidas
(®) y las series con isquemia continua (A 4) (p=0,005). Respecto a
las series sin isquemia (x®) el valor de p obtenido fue de de 0,01

(figura 27).

% de cambio de la dP/dt +

140 4

120 1

100 1

80 1

60

40 T T T T T T T 1

Basal Durante  Antesde 60mnde 120 mnde 5mntras 30 mntras 60 mn tras
isquemia estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 27.- Porcentaje de cambio de la dP/dt + en las distintas fases del protocolo
en cada una de las series. X serie sham (datos extrapolados a fases temporales
equivalentes), M serie sin isquemia, A serie con isquemia 10 min., 9 serie con
isquemia 20 min., ® serie con isquemias breves y repetidas. *p < 0,05.

La PTDVI no mostré diferencias ni durante la isquemia ni en
la reperfusion, aunque en esta ultima fase se observd una tendencia
(no significativa estadisticamente) a una PTDVI maés elevada en la
serie con isquemias breves y repetidas (®). Durante la
sobreestimulacion no hubo diferencias entre las series. Tras el cese

de la taquicardia, la PTDVI se elevd, en promedio, mas del 60% en
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la serie con isquemia de 20 minutos (@) pero sin ser
estadisticamente significativo por las amplias desviaciones tipicas
obtenidas. A los 30 y 60 minutos de la recuperacion los valores entre

series fueron similares entre si y muy cercanos al inicial (figura 28).

% de cambio en la PTDVI

40 - - - r

Basal Durante Antes de 60 mnde 120 mn de 5 mn tras 30 mn tras 60 mn tras
isquemia  estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 28.- Porcentaje de cambio de la presion telediastolica del V. Izdo. en las
distintas fases del protocolo en cada una de las series. serie sham (datos
extrapolados a fases temporales equivalentes), B serie sin isquemia, A serie con
isquemia 10 min., 9 serie con isquemia 20 min., ® serie con isquemias breves y
repetidas.

Durante la isquemia, la reduccion porcentual de la dP/dt
negativa fue significativamente mayor en la serie con isquemias
breves y repetidas (®) respecto a la serie con isquemia de 10 minutos
(A) (p=0,001) y la serie con isquemia de 20 minutos (#) (p=0,06).
No hubieron diferencias ni a mitad ni al final de la sobrestimulacion
aunque la serie (®) mostr6 valores mas bajos que el resto de series.
Tras el cese de la taquicardia, la dP/dt — se comportd6 de forma
diferente en la serie (®) respecto al resto de series. En la figura 29 se

observa que al final del experimento es claramente menor que en el
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resto. Estadisticamente se han encontrado diferencias entre la serie
con isquemias cortas y repetidas (®) y la serie con isquemia 20
minutos (#), a los 5 (p= 0,06), a los 30 (p=0,03) y a los 60 minutos
(p=0,006) del cese de la taquicardia. A los 60 minutos también
encontramos diferencias entre la serie con isquemias cortas y
repetidas (@) y las series con isquemia de 10 minutos (A) (p=0,02) y

con las series sin isquemia () (p=0,003).

% de cambio de dP/dt -
140 1

120 4

100 1

80

60

40

Basal Durante  Antesde 60mnde 120mnde 5mntras 30 mntras 60 mn tras
isquemia estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 29.- Porcentaje de cambio de la dP/dt - en las distintas fases del protocolo
en cada una de las series. X serie sham (datos extrapolados a fases temporales
equivalentes), M serie sin isquemia, A serie con isquemia 10 min., 9 serie con
isquemia 20 min., ® serie con isquemias breves y repetidas.

2.2.- Parametros de funcion regional.

2.2.1.- Zona dependiente de la CCx.

El porcentaje de cambio en la LTD en la zona dependiente de
la CCx durante la isquemia y durante la reperfusiéon no demostro
diferencias significativas entre las series. Tampoco las encontramos

durante la sobreestimulacion ni tras el cese de esta (figura 30).
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% de cambio en la longitud telediastélica en zona control
(circumfleja)

120 1
110 1
100 -
90 1
80
Basal Durante Antesde 60mnde 120mnde Smntras 30 mntras 60 mn tras
isquemia estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 30.-Porcentaje de cambio de la LTD en la zona dependiente de la CCx. X
serie sham (datos extrapolados a fases temporales equivalentes), M serie sin
isquemia, A serie con isquemia 10 min., 4 serie con isquemia 20 min., ® serie
con isquemias breves y repetidas.

Tampoco hallamos diferencias entre las distintas series para

la LTS en ninguna de las fases del experimento (figura 31).

% de cambio de la longitud telesistélica en zona control
(circumfleja)

120 1

110 A X

90 1

80

Basal Durante  Antesde 60mnde 120mnde 5mntras 30 mntras 60 mn tras
isquemia estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 31.-Porcentaje de cambio de la LTS en la zona dependiente de la CCx. X
serie sham (datos extrapolados a fases temporales equivalentes), M serie sin
isquemia, A serie con isquemia 10 min., 9 serie con isquemia 20 min., ® serie
con isquemias breves y repetidas.
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En la variable porcentaje de cambio de la F. Ac. encontramos
diferencias estadisticamente significativas durante la realizacion de
la isquemia entre la serie con isquemia breves y repetidas (®) y las
series con isquemia de 10 y 20 minutos (A 4) (p= 0,03). Durante la
estimulacion se obtuvieron, a las dos horas de la taquicardia,
reducciones de la F. Ac. significativamente mayores en la serie con
isquemias cortas y repetidas (®) y en la serie con isquemia 20
minutos () frente a la serie sham () (p<0,001) y respecto a las
series con isquemia 10 minutos (A) y con sobreestimulacion pero
sin isquemia (®) (p=0,04). La F. Ac. en la dependiente de la CCx no
demostré diferencias entre las series durante la recuperacion, aunque
se observo una tendencia descendente en la serie con isquemias
breves y repetidas (®) que alcanz6 un valor de p de 0,07 frente a las

series con isquemia continua (A 4) (figura 32).

% de cambio de la fraccién de acortamiento en zona control (circumfleja)

120 1

90 1

60

30 1

-30

Basal Durante Antesde 60mnde 120mnde S5mntras 30mntras 60 mn tras
isquemia estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 32.- Porcentaje de cambio de la F. Ac en la zona dependiente de la CCx.
serie sham (datos extrapolados a fases temporales equivalentes), M serie sin
isquemia, A serie con isquemia 10 min., 9 serie con isquemia 20 min., ® serie
con isquemias breves y repetidas.
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2.2.2.- Zona dependiente de la CDA.

No hallamos diferencias estadisticamente significativas en la
LTD durante ninguna de las fases del experimento en zona

dependiente de la CDA entre series (figura 33).

% de cambio en la longitud telediastélica en zona dependiente
de la descendente anterior
120

110

100

90

80

Basal Durante  Antesde 60mnde 120mnde 5mntras 30mntras 60 mn tras
isquemia estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 33- Porcentaje de cambio de la LTD en la zona dependiente de la CDA.
serie sham (datos extrapolados a fases temporales equivalentes), M serie sin
isquemia, A serie con isquemia 10 min., 9 serie con isquemia 20 min., ® serie
con isquemias breves y repetidas.

Lo mismo ocurrio6 con la LTS aunque graficamente se
observa que, durante la isquemia, el procentaje de aumento de dicha
longitud (y por tanto de menor acortamiento sistolico) fue mayor en
las series con isquemia prolonagada de 10 y 20 minutos frente a la

serie con isquemias breves y repetidas (figura 34).
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% de cambio en la longitud telesistdlica en la zona dependiente
de la descendente anterior
130 4
120 1
110 A
100 1
90 1
80
Basal Durante Antesde 60mnde 120mnde Smntras 30mntras 60 mntras
isquemia estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 34.- Porcentaje de cambio de la LTS en la zona dependiente de la CDA.
serie sham (datos extrapolados a fases temporales equivalentes), M serie sin
isquemia, A serie con isquemia 10 min., 9 serie con isquemia 20 min., ® serie
con isquemias breves y repetidas.

Durante la realizacion de la isquemia no encontramos
diferencias en el porcentaje de cambio de la F. Ac. entre las tres
series con isquemia (A 4®). Durante la reperfusion, la serie que
alcanzo valores mas altos de F. Ac. fue la serie con isquemias breves
y repetidas (®), pero sin demostrarse diferencias significativas
respecto a las series con isquemia continua (A#). Durante la
estimulacion todas las series mostraron valores significativamente
mas bajos en la fraccion de acortamiento frente a la serie sham (X),
pero entre ellas no se hallaron valores de p significativos. Tampoco
tras el cese de la taquicardia encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre las series, a excepcion de un
valor de p = 0,03 entre las series con isquemia continua (A #) y las

dos series sin isquemia (*®) a los 5 minutos del cese (figura 35).
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% de cambio de la fraccion de acortamiento en zona sometida a isquemia
(descendente anterior)

120 1
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30 1

-30

Basal Durante Antesde 60mnde 120mnde 5mntras 30mntras 60 mn tras
isquemia estim. estim. estim. estim. estim estim.

Figura 35.- Porcentaje de cambio en la F. Ac. en la zona dependiente de la CDA.

serie sham (datos extrapolados a fases temporales equivalentes), M serie sin
isquemia, A serie con isquemia 10 min., 9 serie con isquemia 20 min., ® serie
con isquemias breves y repetidas.

3.- Parametros de estrés oxidativo en cada una de las series.

3.1.- Serie sham (tabla 18).

La cantidad de lipoperoxidos (LPO) que se detectd a los 60
minutos tras abrir el térax no demostr6é diferencias significativas
respecto a los valores obtenidos antes de la esternotomia. Sin
embargo, se objetivdo un descenso significativo, del 68%, en los
valores de LPO a las dos horas de observacion. A la tercera y cuarta
hora de iniciado el experimento se objetivd un incremento
progresivo de la cantidad de LPO, llegando a alcanzar valores
similares a los iniciales.

Sin embargo, la actividad glutation total (GSH + GSSG) si
disminuy0 tras la apertura del térax, manteniénose reducida durante

el resto del experimento. Este comportamiento es atribuible a que
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hubo un consumo significativo del glutation reducido sin cambios
significativos en la concentracion del glutation oxidado. Ello llevo a
una reduccion significativa de la actividad antioxidante dependiente
del glutation (cociente GSH/GSSG) a partir de la primera hora de

observacion.

Basal

(torax cerrado) 120 min. 240 min.
LPO 20,1 +£1,5 193+£2.8 6,5+ 0,9 * 158+3.9 194+5.1
(nmol/1)

+

GSH + GSSG 47+1,73 1,5+ 0,36* 2,5+049 25+035" 25407
(pmoles/1)
GSH 4,4+0,8 1,2+0,3*% 22+0,5* 2.0+ 04% 224 0,7*
(pmoles/1)
GSSG 0,31+0,12 0,30+ 0,1 0,32+0,5 0,30 = 0,6 033+0,1
(pmoles/1)
GSH/GSSG 142+53 4+11% 6,9+ 1,6* 7.9+33% 6.7+ 1.9%

Tabla 18- Parametros de estrés oxidativo en la serie sham. * p< 0,05 respecto al
valor inicial. * p= entre 0,051 y 0,1 respecto al valor inicial.

En la figura 36 se describe la evolucion de la cantidad de
LPO detectada respecto al cociente GSH/GSSG. Se observa que, a
los 60 minutos, el incremento ligero que se observo en los LPO se
acompaifi6 de un descenso brusco del cociente GSH/GSSG; a los 120
minutos, se redujeron los niveles de LPO observandose un aumento
ligero pero progresivo de la concentracion de LPO sin incrementarse

el cociente GSH/GSSG.
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Figura 36.- Relacion entre el porcentaje de cambio de LPO y de actividad
antioxidante (respecto a sus valores iniciales) en las distintas fases del protocolo
en la serie sham. /. lipo-peroxidacion (LPO), € cociente GSH/GSSG.

3.2.- Serie con sobreestimulacion y sin isquemia (tabla 19).

Como en la serie sham, los LPO no se modificaron tras la
apertura del térax. Durante la taquicardia, en la muestra obtenida a
los 60 minutos, se observo una reduccion, del 35% respecto al valor
inicial, que fue estadisticamente significativa. Tras el cese de la
taquicardia, en la muestra obtenida en los primeros cinco minutos de
la recuperacion, los valores de LPO siguieron por debajo de los
iniciales, recuperandose al final de la observacion.

Tras la apertura del torax, el glutation total disminuy6 en la
fase que precedio a la estimulacion, tal como sucedié en la serie
sham. Sin embargo, fue llamativo el aumento en su concentracion
durante la sobreestimulacion, manteniéndose sin cambios

significativos en la fase postaquicardia. Los cambios en la
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concentracion de GSH siguieron la misma evoluciéon que los del
glutation total.

El glutation oxidado se redujo tras la apertura del torax,
incrementdndose de nuevo durante la taquicardia, pero sin
diferencias significativas respecto a sus valores iniciales. Tras el
cese de la sobreestimulacion la concentracion del glutation oxidado
descendiod, casi alcanzando valor estadistico. Al final de la
recuperacion, la concentracion de GSSG experimentd un incremento
alcanzando un valor de p con tendencia a la significacion (p = 0,09).

Al analizar la actividad antioxidante dependiente del
glutation a lo largo de este experimento observamos una reduccion
significativa del cociente GSH/GSSG tras la apertura del torax, y
una igualacion a sus valores iniciales durante la taquicardia y a los

60 minutos tras la misma.

Basal

Pr i Taqui60m rec60 m
(torax cerrado) etaqu aqui6

LPO 191,03 189407  123+08°  157£19% 17,809
(nmol/1)

GSH + GSSG 44203 1o+08t 48438 42422 58+29
(pumoles/)

GSH 41406 16+05° 45+37 39+23 54+28
(pumoles/)

GSSG 0.28+0.17 0,24 +0,19 0,3 +0,08 0,24 + 0,1# 0,44 = 0,15#
(pumoles/)

GSH/GSSG 155433 s3:145 14697 119231 132238

Tabla 19.- Parametros de estrés oxidativo en la serie con sobreestimulacion y sin
isquemia. * p= entre 0,051 y 0,1. * p< 0,05. ¥ p< 0,01. Todas las estimaciones son
respecto al valor inicial.
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En la figura 37 se representa la evolucion de la cantidad de
LPO detectada respecto al cociente GSH/GSSG en esta serie, ambas
variables representadas como porcentaje de cambio respeto a su
valor inicial. Al igual que en la serie sham, la reduccion de los
niveles de LPO fue precedida de una disminucion del cociente
GSH/GSSG; sin embargo, durante la taquicardia existiéo una rapida
recuperacion la capacidad antioxidante del glutation a expensas de la

produccion de GSH, algo no observado en la serie sham.

120 1

100

80 1

60

40 A

20

Basal Antes de estim. 60 mn de estim. 5mntras estim. 60 mn tras estim.

Figura 37.- Relacion entre el porcentaje de cambio de LPO y de actividad
antioxidante (respecto a sus valores iniciales) en las distintas fases del protocolo
en la serie con sobreestimulacion y sin isquemia. - lipo-peroxidacion (LPO), €
cociente GSH/GSSG.

3.3.- Serie con isquemia de 10 minutos (tabla 20).
Tras la apertura del torax y realizacion de la isquemia, en
esta serie no se detectaron cambios en la concentracion del LPO

respecto a su valor inicial en la fase de reperfusion. Este hallazgo
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coincide con lo ocurrido en la serie sham y en la serie con
sobreestimulacion pero sin isquemia. Durante la sobreestimulacion y
en la fase de recuperacion, los valores de LPO mostraron una
tendencia decreciente que alcanzd valor estadisticamente
significativo a los 60 minutos del cese de la taquicardia.

Como en las series anteriores, hubo un consumo significativo
del GSH que se reflej6 en la actividad glutation total, la cual
disminuyd tras la isquemia y se mantuvo reducida el resto del
experimento. El GSSG permanecid sin cambios estadisticamente
significativos a lo largo del experimento, con un incremento al final
que obtuvo un valor de p cercano a la significacion.

El cociente GSH/GSSG disminuy6 significativamente
durante la reperfusion y se mantuvo reducido durante la taquicardia

y en la fase de recuperacion.

LPO (nmol/l) 159+ 6,3 17,552 102453 11,6+2,9 97+28*
+

GSH + GSSG 48+13 240,8* 241" 240,5% 2,4+ 0,9%
(umoles/L)

GSH 46+ 14 1,740,8% 18+12" 1,840,5% 1,9 + 0,9%
(umoles/L)

GSS5G 028+ 0,12 0,25+ 0,08 0274003  021+£0,02 043017
(umoles/L)

GSH/GSSG 20,146 77446 65+42" 8,7+1,5 55+3,1F

Tabla 20.- Parametros de estrés oxidativo en la serie con isquemia de 10 minutos.
# p=rentre 0,051 y 0,1. * p< 0,05. * p< 0,01. Todas las estimaciones son respecto al
valor inicial.
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En la figura 38 se observa que tras la apertura del térax y
realizacion de la isquemia de 10 minutos la actividad antioxidante
dependiente del glutation se redujo y, esta reduccion precedio a la
disminucion en la concentracion de LPO durante la taquicardia. Sin
embargo, durante la sobreestimulacion, el cociente GSH/GSSG no
se recuperd como si lo hizo en la serie anterior. Tras el cese de la
taquicardia, disminuyeron los niveles de LPO siguiendo una

evolucion paralela los valores del cociente GSH/GSSG.

120 1

100 A

80

60 -

40

20 A

Basal Reperfusion 60 mn de estim. 5 mn tras estim. 60 mn tras estim.

Figura 38.- Relacion entre el porcentaje de cambio de LPO y de actividad
antioxidante (respecto a sus valores iniciales) en las distintas fases del protocolo
en la serie con isquemia de 10 min. A lipo-peroxidacion (LPO), 9 cociente
GSH/GSSG.

3.4.- Serie con isquemia de 20 minutos seguida de estimulacion
(tabla 21).
La concentracion de LPO disminuyd ligeramente respecto a

los iniciales durante la reperfusion (tal como ocurri6 en la serie con
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isquemia de 10 minutos). Durante la sobreestimulacion se redujo
aln mas, pero sin alcanzar la significacion estadistica. Durante la
recuperacion, y a diferencia de la serie con isquemia de 10 minutos,
los valores de LPO se incrementaron de forma progresiva
alcanzando cifras incluso algo superiores a las basales al final de la
recuperacion (valores de p > 0,1).

El glutatién total se redujo significativamente durante la
reperfusion, precediendo al descenso de LPO durante Ia
sobreestimulacion, hallazgo que se observd en todas las series.
Durante la taquicardia sus valores se recuperaron lo que no se
observo en la serie anterior, en que los valores de glutation total
permanecieron bajos. En la extraccion realizada a los 5 minutos del
cese de la taquicardia volvieron a disminuir, normalizdndose de
nuevo al final de la recuperacion.

Como en el resto de series el GSH siguié el mismo patron
que el glutation total. Mientras, el GSSG fluctud pero sin cambios
significativos respecto a su valor inicial, siguiendo sus valores un
patron descendente-ascendente a lo largo del experimento.

Durante la reperfusion se redujo de forma significativa el
cociente GSH/GSSG. Sin embargo este cociente se recuperd durante
la sobreestimulacion, volviendo a reducirse tras el cese de la
taquicardia y manteniéndose reducido respecto a los valores iniciales

hasta el final de la fase de recuperacion.
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LPO (nmol/l) 13,9+3,4 11,6 £3,9 89+24 139+2,6  156+18
GSH + GSSG 51406 1’1:&0,21 51+1,5 1’5:(:0,6i 4+3,1
(umoles/L)

GSH 47407 08=111% 48+ 14 124065 37429
(umoles/L)

GSSG 029+0,13 0,25+ 0,03 021+007 027+£0,07 032+0,13
(umoles/L)

GSH/GSSG 20,553 34406" 234463  51+38% 10,1+45°%

Tabla 21.- Parametros de estrés oxidativo en la serie con isquemia de 20 minutos.”
p= entre 0,051 y 0,1. * p< 0,05. 4 p< 0,01. Todas las estimaciones son respecto al

valor inicial.

En la figura 39 se representa la evolucion de la cantidad de

LPO detectada respecto al cociente GSH/GSSG. Tras una reduccion

ligera inical, la tendencia de la concentracion de LPO es a aumentar

tras el cese de la taquicardia, con las fluctuaciones descritas en la

actividad antioxidante del glutation.
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Basal Reperfusién 60 mn de estim. 5mn tras estim. 60 mn tras estim.

Figura 39.- Relacion entre el porcentaje de cambio de LPO y de actividad
antioxidante (respecto a sus valores iniciales) en las distintas fases del protocolo
en la serie con isquemia de 20 min. lipo-peroxidacion (LPO), € cociente
GSH/GSSG.

3.5.- Serie con 20 isquemias breves y repetidas (tabla 22).

Como en todas las series con isquemia, en la extraccion
realizada durante la reperfusion no se detectaron cambios
significativos en los valores de LPO respecto a los iniciales. Asi
mismo, y durante la taquicardia, se objetivd una disminucion de los
LPO que si resultd estadisticamente significativa. Tras el cese de la
sobreestimulacion, los niveles de LPO se incrementaron
progresivamente hasta valores superiores a los iniciales al final de la
observacion (60 minutos del cese de la taquicardia). Esta fue la
unica serie donde se observd un incremento significativo de este
marcador de estrés oxidativo al final del experimento.

La concentracion de glutation total, al igual que del GSH, se

redujo progresivamente hasta hacerse la diferencia respecto al valor
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inicial muy significativa. Mientras, el glutation oxidado tendi6 a
reducirse aunque sin alcanzar la significacion estadistica.

Por el contrario, el cociente GSH/GSSG presentd una
reduccién progresiva a lo largo del experimento que ocurrio a

expensas del consumo del glutation reducido.

LPO (nmol/l) 13926 161+52 81£32%  133+37 17,6+3,6%
GSH + GSSG 43403 31425 24+19  16+05% 15+047
(umoles/L)
GSH 39402 28425 2119 13207%  13x04t
(umoles/L)
GSS5G 033+0,14 028+0,03 0324002 027+004 0,29+0,02
(umoles/L)
GSH/GSSG 13,343 87+62" 67+61"  43x2%  44+13%

Tabla 22.- Parametros de estrés oxidativo en la serie con 20 isquemias breves y
repetidas. * p= entre 0,051 y 0,1. * p< 0,05. ! p< 0,01. Todas las estimaciones son
respecto al valor inicial.

En la figura 40 se representa la evolucion del porcentaje de
cambio de la cantidad de LPO detectada respecto al cociente
GSH/GSSG. La realizacion de isquemias breves y repetidas produjo
en la reperfusion un incremento ligero de LPO y una reduccion del
cociente GSH/GSSG. Durante la taquicardia se objetivd una
reduccion de LPO y tras la taquicardia, el progresivo consumo del
sistema antioxidante del glutation condujo a un incremento
progresivo de los niveles de LPO, que ademas fue el mayor de todas

las series estudiadas.
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Basal Reperfusion 60 mn de estim. 5 mn tras estim. 60 mn tras estim.

Figura 40.- Relacion entre el porcentaje de cambio de LPO y de actividad
antioxidante (respecto a sus valores iniciales) en las distintas fases del protocolo
en la serie con isquemia breves y repetidas. A lipo-peroxidacion (LPO), @
cociente GSH/GSSG.

4.- Comparacion de los resultados de estrés oxidativo entre las

series.

4.1.- Lipoperoxidacion (LPO).

En la figura 41 se representa el porcentaje de cambio de los
LPO respecto al valor inicial en cada una de las series. En la
extraccion realizada antes de la sobrestimulacion, que corresponde a
la fase de reperfusion en las series en las que se realizod isquemia,
observamos que no hubo grandes diferencias en el comportamiento
entre series ya que no se obtuvo significacion estadistica. Ni siquiera

entre la serie con isquemia de 20 minutos, que disminuyd
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ligeramente los valores de LPO, y la serie con isquemias breves y
repetidas que los increment?.

Durante la taquicardia, todas las series redujeron sus niveles
de LPO, sin diferencias entre ellas.

Tras el cese de la taquicardia se incrementaron los valores de
LPO respecto a los valores obtenidos durante la sobreestimulacion
en todas las series (incluida la sham) excepto en la serie con
isquemia mas corta (de 10 minutos) en que no se modifican.

Al final del protocolo experimental, la serie con isquemias
breves y repetidas (®) mostrd diferencias significativas en los
niveles de LPO frente a la serie sham (X), la serie con
sobreestimulacion y sin isquemia (®) (p=0,05 en ambas) y la serie

con isquemia 10 minutos (A) (p=0,02).

% de cambio de LPO respecto al valor inicial

160 7
140 7
120 4
100 4
80 1
60
40
20 A

Basal Antes de estim. 60 mn de estim. 5 mn tras estim. 60 mn tras estim.

Figura 41.- Porcentaje de cambio de LPO respecto al valor inicial en las distintas
fases del protocolo en cada una de las series. X serie sham, B serie sin isquemia,
A serie con isquemia 10 min., 9 serie con isquemia 20 min., ® serie con
isquemias breves y repetidas.
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4.2 .- Glutation.

4.2.1.- Actividad glutation total (GSH + GSSG) (figura 42).

Durante el protocolo experimental, detectamos una amplia
variabilidad en el comportamiento de la actividad glutation total en
plasma.

En la extraccion realizada antes de la sobrestimulacion, que
corresponde a la fase de reperfusion en las series en las que se
realizo isquemia, se observo que la actividad glutation total se redujo
en todas las series, aunque con menor intensidad en la serie con
isquemias breves y repetidas (®). Sin embargo no obtuvimos
diferencias estadisticamente significativas. A mitad de la fase de
sobreestimulacion dos series recuperaron la actividad glutation (la
serie con sobreestimulaciéon y sin isquemia (M) y la serie con
isquemia prolongada de 20 minutos (#)) pero sin diferencias
estadisticamente significativas respecto al resto.

A los cinco minutos del cese de la taquicardia, todas las
series mantuvieron valores inferiores a los iniciales salvo la serie
con sobreestimulacion y sin isquemia (®), de nuevo sin diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, al final de la prueba si
detectamos diferencias en el sentido de una mayor actividad
glutation en la serie con sobrestimulacion y sin isquemia (M) que
obtuvo valores significativamente mas altos que la serie con
isquemias cortas y repetidas (@) (p=0,034). Al agrupar las series en

3 grupos (sin isquemia (X ™), con isquemia continua (A €) y con

184



Capitulo 4 Resultados

isquemias breves y repetidas (®)) tampoco obtuvimos diferencias

estadisticamente significativas.

% de cambio de la actividad Glutation total

140 1

120 A

100 A

80 1

60 1

40

20 1

Basal Antes de estim. 60 mn de estim. 5 mn tras estim. 60 mn tras estim.

Figura 42.- Porcentaje de cambio de glutation total (GSH + GSSG) respecto al
valor inicial en las distintas fases del protocolo en cada una de las series. X serie
sham; M serie sin isquemia; A serie con isquemia 10 min., 4 serie con isquemia
20 min., ® serie con isquemias breves y repetidas.

4.2.2.- Glutation reducido (GSH) (figura 43).

La figura 43 es practicamente superponible a la figura 42 que
representa la actividad del glutation total.

Sin embargo, las diferencias se acentuaron (fueron
estadisticamente significativas) entre la serie con estimulacion y sin
isquemia (™) y la serie con isquemia de 20 minutos (#) (p=0,03) y
la serie con isquemias breves y repetidas (@) (p=0,06), a los cinco
minutos del cese de la taquicardia.

Al final del experimento, se incrementaron las diferencias
entre la serie con estimulacidén y sin isquemia (®) y la serie con

isquemias breves y repetidas (@) (p = 0,02).
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% de cambio de la actividad Glutation reducido

140 1

120

100 1
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60
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Basal Antes de estim. 60 mn de estim. 5 mn tras estim. 60 mn tras estim.

Figura 43.- Porcentaje de cambio del GSH respecto al valor inicial en las distintas
fases del protocolo en cada una de las series. X serie sham; M serie sin isquemia;
A serie con isquemia 10 min., 9 serie con isquemia 20 min., ® serie con
isquemias breves y repetidas.

4.2.3.- Glutation oxidado (GSSG) (figura 44).

En la figura 44 se representa el porcentaje de cambio del
GSSG respecto al valor inicial entre la series.

Durante la reperfusion (o antes de sobreestimular), todas las
series mantuvieron los niveles de GSSG sin cambios significativos
respecto a los iniciales y sin diferencias entre series.

Durante la taquicardia hubo una gran homogeneidad en los
valores de GSSG en todas las series.

Tras el cese de la sobreestimulacion, y aunque no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los
valores alcanzados por cada serie, si llama la atencion el
comportamiento diferente de la serie con isquemia breves y

repetidas (@) frente a las otras series con isquemia (A 4), aunque no
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se alcanzo significacion estadistica por unas desviaciones tipicas

muy amplias.

% de cambio en Glutation oxidado (GSSG)

170 1
150 1
130 1
110
90

70 A

50
Basal Antes de estim. 60 mn de estim. 5 mn tras estim. 60 mn tras estim.

Figura 44.- Porcentaje de cambio del GSSG respecto al valor inicial en las
distintas fases del protocolo en cada una de las series. X serie sham; B serie sin
isquemia; A serie con isquemia 10 min., 9 serie con isquemia 20 min., ® serie
con isquemias breves y repetidas.

4.2.4.- Cociente GSH/GSSG (figura 45).

Se observa en la figura que antes de la estimulacion en todas
las series se produjo una disminucion del cociente GSH/GSSG pero
sin diferencias significativas entres las series.

Durante la sobreestimulacion dos series aumentaron dicho
cociente pero de nuevo sin diferencias estadisticamente
significativas entre las 5 series. Es llamativo el incremento del
cociente GSH/GSSG en la serie con isquemia de 20 minutos (4) en
este momento del experimento, ya que, ademas, dicho incremento
fue significativo respecto al valor obtenido antes de sobreestimular

(p = 0,05).
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Tras el cese de la taquicardia, a los cinco minutos del mismo,
no se obtuvieron diferencias entre las series. Sin embargo, al final de
los 60 minutos de la fase de recuperacion la serie sin isquemia (™)
alcanzd valores significativamente mas altos que las series con
isquemia de 10 minutos (A) (p=0,03) y la serie con isquemia breves
y repetidas (®) (p=0,06). Asi mismo, esta serie (®), mostrd
diferencias respecto al valor promedio de las dos series sin isquemia

(< m) (p=0,03).

% cambio del cociente GSH/GSSG

120 1

100 A

80 1

60

40

20

Basal Antes de estim. 60 mn de estim. 5 mn tras estim. 60 mn tras estim.

Figura 45.- Porcentaje de cambio del cociente GSH/GSSG respecto al valor inicial
en las distintas fases del protocolo en cada una de las series. X serie sham; B serie
sin isquemia; A serie con isquemia 10 min., 4 serie con isquemia 20 min., ®
serie con isquemias breves y repetidas.

5.- Relacion entre funcion y estrés oxidativo.

5.1.- Funcioén global y estrés oxidativo.
Hemos correlacionado los valores de las wvariables
cuantitativas de funcion global gasto cardiaco y volumen latido con

los de la variable LPO y las diferentes cuantificaciones del glutation
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en cada una de las tres fases de nuestro estudio (reperfusion,

sobreestimulacion y recuperacion) y en cada una de las series.

En la fase reperfusion no encontramos correlacion entre los

niveles de LPO y del glutation con el gasto cardiaco y el volumen

latido en ninguna de las series.

Durante la taquicardia, encontramos una correlacion negativa
y significativa entre el GSSG y el gasto cardiaco (r = - 0,94, p=

0,014) pero solo en la serie con isquemias breves y repetidas (figura

46).

En la recuperacion y sélo a los 60 minutos del cese de la
sobreestimulacion, hallamos correlaciones significativas entre el

LPO al final de esta fase y el gasto cardiaco en la serie con

isquemias cortas y repetidas (r =-0,9, p= 0,037) (figura 47).

Serie: Isquemias breves y repetidas

0,350 — o

0,340 —

r=-0,94;p=0,014

0,330 —

0,320 — o o

Glutation oxidado a los 60 min. de sobreestimulacion

0,310 — o

T T T T
275 3,00 3,25 3,50

N
-
o

Gasto cardiaco a los 60 min de estimular

Figura 46.- Correlacion entre los valores GSSG y gasto cardiaco a los 60 minutos

de taquicardia en la serie con isquemia breves y repetidas.
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Serie:: Isquemias breves y repetidas

25,00 —

o r=-0,9;p=0,037

20,00 —

15,00 —

10,00 —

LPO alos 60 minutos de cesar la sobreestimulacion

5,00 —

T T T T T T
0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Gasto cardiaco 60 min tras estimular

Figura 47.- Correlacion entre los valores de LPO y gasto cardiaco a los 60 minutos
de cesar la taquicardia en la serie con isquemia breves y repetidas.

5.2.- Funcidn regional y estrés oxidativo.

Asi mismo correlacionamos los parametros de funcion
regional con los de estrés oxidativo analizados no encontrando
correlacion significativa alguna entre las fracciones de acortamiento
en las zonas control e isquémica, en cada una de las fases de
reperfusion, sobreestimulacion y recuperacion y los valores

respectivos de LPO y de glutation en ninguna de las series.
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1.- CONSIDERACIONES METODOLOGICAS.

1.1.- El modelo animal.

Como se explico en la introduccion, aunque los mamiferos
pequefios, particularmente roedores y conejos, se han utilizado
ampliamente en investigacion sobre aterosclerosis y trombosis, los
mamiferos grandes, sobre todo el perro y el cerdo, se han preferido
para estudios de isquemia-reperfusion o de insuficiencia cardiaca
experimental (Vilahur y cols., 2011).

La isquemia miocardica es, generalmente, un fendmeno
regional y ha sido estudiada experimentalmente en muchas especies
animales. Aunque Leonardo da Vinci ya utilizd cerdos para
demostrar el movimiento del corazén durante el ciclo cardiaco hace
5 siglos, la utilizacion del cerdo como modelo animal en
experimentacion biomédica data del siglo XIX. Sin embargo, su uso
no se popularizé debido a los problemas en su manejo. Asi, Pauvlov
prohibid este animal en su laboratorio por considerar a esta especie
como histérica debido a sus alaridos (Bollen y cols., 2000). Por ello,
durante el siglo XIX y buena parte del siglo XX el perro ha sido,
tradicionalmente, la especie animal mas utilizada en estudios de
isquemia miocardica. Sin embargo, debido al coste y a la presion
social en contra de su uso, el cerdo se ha convertido en un animal
cada vez mas utilizado en nuestros dias (Tumbleson, 1986).
Ademas, existen otras razones de peso para la utilizacion del modelo
porcino en lugar del canino. El corazon del cerdo, al igual que el

humano, dispone de una circulaciébn colateral escasa y una
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distribucioén anatdémica coronaria similar, a diferencia del perro cuya
circulacion colateral estd muy desarrollada y su distribucion
coronaria es de predominio izquierdo (Schaper y cols., 1967). Es
mas, en el perro la relacion entre el peso del corazén y el peso
corporal es significativamente mayor que en el ser humano. Asi, en
humanos esta relacion es de Sg/kg mientras que es el doble en
perros. Por el contrario el corazon del cerdo es similar al humano en
todos estos aspectos, aunque depende de la edad del animal. En
cerdos jovenes, de peso entre 25 y 30 kg, la relacion peso
corazon/peso corporal es similar al hombre mientras que en animales
adultos, de peso entre 100 y 200 kg, reducen a la mitad la relacién
entre peso cardiaco y peso corporal (Hanson, 1958). Por otro lado,
se pensd que la utilizacion de cerdos jovenes podria causar
problemas de extrapolacion respecto al ser humano adulto por
inmadurez de su sistema nervioso. Sin embargo se sabe que el
sistema nervioso central de los cerdos entre 3 y 5 meses de edad ha
madurado lo suficiente como para que la regulacion cardiovascular
sea adecuada (Buckley y cols., 1979; Hendrick y cols., 1990).

Por tanto, el corazén del cerdo tiene el tamafio apropiado
para una instrumentacion quirurgica adecuada, tiene una anatomia
cardiaca y coronaria similar a la humana, son féciles de alimentar y
relativamente baratos y faciles de guardar en estabulario (Shen y
Vartner, 1996). Ademas, existe abundante bibliografia sobre su
utilizacion en modelos agudos (con térax abierto) y cronicos (tdrax

cerrado) en estudios de isquemia-reperfusion y en modelos cronicos

193



Capitulo 5 Discusidon

de taquimiocardiopatia e insuficiencia cardiaca (Vanoli y cols.,
2004; Heusch y cols., 2011; Suzuki, y cols. 2011).

De esta forma, queda justificado el uso de este animal en
nuestro modelo experimental de isquemia-reperfusion y

taquimiocardiopatia aguda.

1.2.- Consideraciones sobre la preparacion del animal. Bloqueo
neuromuscular, analgesia y anestesia.

El cerdo es un animal que se estresa con facilidad en
cautividad, particularmente cuando se le intenta inmovilizar, lo que
puede afectar a la funcidén cardiovascular. Por ello los cuidados
veterinarios previos al experimento son fundamentales para la
validez del método. En nuestro estudio los animales son controlados
desde su llegada al estabulario por personal veterinario especializado
y con amplia experiencia.

En el cerdo deben tenerse en cuenta varias consideraciones
que determinan el protocolo anestésico a seguir: manejo dificil,
ausencia de vias venosas periféricas suficientemente grandes y,
como se ha comentado, su alta susceptibilidad a padecer estrés.
Ademas, deben seleccionarse aquellos farmacos que menos efectos
secundarios indeseables produzcan. Otro aspecto importante es el
bloqueo neuromuscular que presenta particularidades en el cerdo
relacionadas con la aparicion de hipertermia maligna, patologia
tipica de esta especie y que puede presentarse durante el periodo
anestésico. En este estudio hemos utilizado bromuro de vecuronio,

un bloqueante neuromuscular de la categoria de los agentes no
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desporalizantes. Este farmaco se utiliza junto a anestésicos
generales, relacionandose el riesgo de provocar hipertermia maligna
al uso concomitante de anestésicos volatiles, mas que al vecuronio
por si mismo (Buzello y cols., 1985). En nuestras series, 2 cerdos
(7,1 %) presentaron hipertermia maligna y fueron por tanto
excluidos del estudio. Los criterios diagndsticos de hipertermia
maligna utilizados fueron: temperatura rectal superior a 41°C,
taquicardia excesiva y contractura en extension de miembros
inferiores.

Otro aspecto importante es la necesidad de administrar
analgesia, ya que la realizaciéon de una toracotomia estimula las
senales aferentes del dolor, lo que conlleva incremento de
catecolaminas circulantes. En nuestro estudio realizamos analgesia
con cloruro morfico intravenoso.

La eleccion del anestésico tiene consideraciones
metodologicas importantes debido a que el efecto inotrdpico
negativo de los anestésicos puede influir en la funcién ventricular.
En la fase de puesta a punto del protocolo experimental, los
primeros animales fueron anestesiados con isoflurano, observandose
una alta mortalidad antes de finalizar el procedimiento por depresion
progresiva de la contractilidad miocéardica. Este problema no se
observ¢ al realizar la anestesia con sevoflurano (Diez y cols., 2003).
Esta diferencia de efecto intraclase entre los anestésicos volatiles
halogenados es concordante con lo publicado en la literatura
cientifica (Priebe y cols., 1988; Mayer y cols., 1991; Ebert y cols.,

1997). Por este motivo los primeros cerdos fueron excluidos y se
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selecciond el sevoflurano como anestésico. Los anéstesicos volatiles
halogenados sevoflurano y desflurano son los tUnicos que han
demostrado reducir la morbilidad y mortalidad perioperatoria tanto
en cirugia cardiaca como no cardiaca y asi lo recogen las guias de
actuacion clinica (Landoni y cols., 2007; Fleisher y cols., 2007). El
mecanismo de proteccion de estos anestésicos no ha sido descubierto
hasta la fecha pero existen estudios que sugieren un efecto de
precondicionamiento del miocardio a la isquemia (Landoni y cols.,
2009). Este efecto puede tener implicaciones en nuestros resultados,
reduciendo el efecto que el aturdimiento causado por los protocolos
de isquemia-reperfusion pudiera tener sobre el miocardio del animal.
Sin embargo, la comparacion de los resultados obtenidos en cada
serie y entre las mismas sigue siendo valida ya que todos los
animales recibieron el mismo protocolo anestésico.

Debido a que las respuestas fisiopatoldgicas a la isquemia
pueden estar influenciadas por la presencia de agentes anestésicos
(Manders y Vatner, 1976; Merin y cols., 1982) y el trauma
quirargico agudo (Triana y cols., 1991), los modelos cronicos en
animales conscientes son de primera eleccion para reproducir la
isquemia miocardica en humanos. Sin embargo son mas costosos y
la medicion de la funcién miocardica regional menos precisa que los
estudios agudos (torax abierto).

Otro aspecto importante es que los gases arteriales y el pH
sanguineo deben ser monitorizados estrechamente en los modelos
experimentales agudos y corregidos mediante ajustes de la

ventilaciéon e infusidon de bicarbonato sodico. Ambas medidas
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estaban protocolizadas en nuestro trabajo. Por otro lado, la
temperatura corporal es un determinante mayor de la funcion
ventricular por lo que es obligatorio monitorizarla a lo largo de todo
el experimento (Triana, 1991). En nuestras series no hallamos
diferencias en la mediciones de temperatura rectal realizadas (datos

no presentados).

1.3.- Justificacion del protocolo experimental.

No solo en el sindrome coronario agudo la presencia de una
taquiarritmia empeora el pronostico (Crenshaw y cols., 1997; Sakata
K y cols., 1997; Galcerd y cols., 1999; Rathore y cols., 2000; Al-
Khatib y cols., 2001 y 2002). En el posoperatorio inmediato de una
cirugia cardiaca que precise de circulaciéon extracorpdrea, la
fibrilacion auricular paroxistica es un problema frecuente (25-50%
de pacientes) con secuelas inmediatas como la inestabilidad
hemodindmica y la insuficiencia cardiaca (Hogue y Hyder, 2000;
Burke y Solomon, 2003). También se ha relacionado la taquicardia
por fibrilacion auricular con un peor prondstico tras la
revascularizacion coronaria percutanea (EI-Omar y cols., 2003).
Ambos tipos de revascularizacion tienen asociados periodos mas o
menos intensos de isquemia regional o global.

El resultado de una busqueda bibliografica exhaustiva nos ha
demostrado que hay pocos trabajos que estudien la secuencia
aturdimiento por isquemia-reperfusion seguida de taquicardia y
menos en modelos agudos. La mayoria de trabajos han estudiado

simultaneamente los efectos de taquicardias sobre coronarias
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estenosadas (isquemia por demanda). Tomoike y cols. (1978)
estudiaron el efecto que ejercian frecuencias cardiacas crecientes
sobre la funcion miocardica regional bajo condiciones normales y
bajo el efecto de estenosis coronarias que realizaron de forma
simultdnea con la taquicardia. Ademas, se traté de un modelo canino
de térax cerrado, con el animal consciente. Applegate y cols. (1990)
compararon en perros la funcidon ventricular izquierda durante una
sobreestimulacion auricular rdpida en presencia de estenosis
coronarias criticas. Todos los animales estaban anestesiados aunque
algunos con torax cerrado y otros abierto: al no encontrar diferencias
en los valores medidos, los datos de ambos grupos se analizaron
conjuntamente. Sinha y cols. (2006), también en un modelo canino,
estudiaron el efecto de diferentes grados de isquemia de forma
simultanea con sobreestimulacion a 180 lpm desde dos lugares
diferentes del ventriculo izquierdo.

Asi mismo, son muchos los estudios que han utilizado
modelos animales de taquimiocardiopatia por sobreestimulacion
crénica (Shinbane, 1997) pero son pocos los que se hayan centrado
en el aturdimiento miocardico tras una taquicardia de corta duracion
(taquimiocardiopatia aguda). Wang y cols. (2001), sobre
miocardiocitos aislados de gato, estudiaron el efecto de una
sobreestimulacion rdpida y breve sobre la funcidon contractil
encontrando que existia una depresion de la misma por afectacion de
la proteinquinasa dependiente del calcio, lo cual podria ser una
explicacion a la disfuncion contractil que sigue a las taquiarritmias

paroxisticas. Gare y cols. (2002) comprobaron en perros la hipotesis
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de que las taquiarritmias ventriculares producen una disfuncién
ventricular mediada por la formacion de especies reactivas del
oxigeno. Nuestro grupo, primero en perros (Herndndiz y cols., 2008)
y posteriormente en cerdos (Cosin-Aguilar y cols., 2009) ha
estudiado el efecto sobre la funcion ventricular de la
sobreestimulacion aguda desde auriculas y ventriculos asi como
sobre la activacion del sistema renina-angiotensina.

Por tanto, son necesarios mds trabajos que analicen la
fisiopatologia de la depresion contractil del miocardio que sigue a
una taquicardia, siendo de interés especial realizar este estudio en un
modelo animal donde el miocardio haya sufrido algin tipo de
isquemia previa.

Nuestro modelo agudo de isquemia sobre un animal
anestesiado y con el tdrax abierto serviria para simular un escenario
periquirargico como el de pacientes sometidos a cirugia cardiaca que
puedan sufrir alguna taquiarritmia en el posoperatorio inmediato
como por ejemplo una fibrilaciéon auricular paroxistica. Y, como
demostraron Applegate y cols. (1990), se pueden extrapolar los
resultados al animal anestesiado pero con el térax cerrado por lo que
también puede ser util para estudiar los efectos de frecuencias
ventriculares elevadas por encima de umbrales fisiologicos en el
miocardio sometido a diferentes tipos de isquemia (p. ej. el
escenario de un sindrome coronario agudo con oclusion transitoria
(repetida o no) de una coronaria y seguida de una taquiarritmia).
Ademas, podria ser util como modelo para estudiar la fisiopatologia

de la insuficiencia cardiaca aguda.
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1.4.- Eleccion de la zona isquémica y de la zona control.

La coronaria descendente anterior (CDA) ha sido la mas
utilizada para producir isquemia miocardica regional ya que permite
el muestreo selectivo de la vena coronaria regional para estudios
metabolicos (Suzuki y cols., 2011). No obstante, la oclusion de la
arteria circunfleja también ha sido usada ampliamente (Théroux y
cols., 1977; Buda y cols., 1990; Shen y cols., 1999). Ademas, es
bien conocido que en el hombre y en el cerdo la oclusion proximal
de la CDA produce una afectacion de la funcion ventricular global
mayor que la oclusion de la arteria circunfleja, lo cual se atribuye a
la mayor area de miocardio en riesgo. Por otro lado, Hoit y Lew
(1988), demostraron que para una misma superficie isquémica, el
incremento compensador en la funcidén en las zonas no isquémicas
era mayor si la isquemia se hacia en territorio de la CCx que si se
hacia sobre la CDA. Con ello se ilustra que no s6lo el tamafo de la
zona isquémica, si no también su localizacién en el ventriculo
izquierdo, determinan las consecuencias funcionales globales de la
isquemia. Debido a ésto y a que el abordaje quirtirgico de la CDA en
el cerdo es mas facil que el de la CCx, hemos elegido la CDA para
realizar las diferentes isquemias de nuestro protocolo experimental.
En cuanto al segmento de la arteria sometido a oclusion, la
incidencia de fibrilacion ventricular aumenta cuanto mas proximal
se realice la oclusion llegando hasta el 45% de los animales a los 20
minutos de oclusiéon completa (Hill y Gettes, 1980). Nuestro grupo
tiene la experiencia de que realizando el pinzamiento en el segmento

medio, tras el nacimiento de la primera diagonal, en vez de en el
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segmento proximal de la descendente anterior, la incidencia de
fibrilacion ventricular se reduce drasticamente (Pomar y cols.,
1995). Asi, en nuestro trabajo hemos realizado la oclusion de la
descendente anterior en su segmento medio, siendo la incidencia de
la arritmia nula durante la isquemia; sin embargo, hubo que excluir

dos cerdos por fibrilacion ventricular durante la sobreestimulacion.

1.5.- Eleccion de la zona de implante del electrodo de
sobreestimulacion.

Experimentos de nuestro laboratorio, realizados en perros
anestesiados, nos mostraron la afectacion de la contractilidad
segmentaria por la estimulacion eléctrica del corazén por
frecuencias altas pero de duracion corta. Se comprobd que la
sobrestimulacion desde la auricula en periodos de 10, 20 y 40
minutos con frecuencias en el limite de la conduccién auriculo-
ventricular no afectaban negativamente a la funcion miocéardica. En
contraste, la estimulacion ventricular a menor frecuencia producia
afectacion de la fraccion de acortamiento de las distintas zonas
miocérdicas monitorizadas. La afectacion de la funcioén ventricular
perduraba un periodo corto de tiempo tras el cese de la estimulacion
(Hernandiz y cols., 2008).

En otros modelos en animales de experimentacién con
estimulacion eléctrica més duradera se ha podido comprobar que la
afectacion de la funcion miocardica s6lo se producia si los
ventriculos incrementaban su frecuencia, independientemente de la

frecuencia auricular (Schoonderwoerd y cols., 2004).
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Ademas, el lugar de la estimulacién en el ventriculo es
importante. Sinha y cols. (2006) encontraron diferencias
significativas en la fraccion de acortamiento regional dependiendo
de si la estimulacion ventricular se realizara en la region laterobasal
o apicoseptal del ventriculo izquierdo, con una menor afectacion de
la contractilidad en la primera. Estos hallazgos concuerdan con otros
estudios sobre los efectos de diferentes lugares de estimulacion
sobre la secuencia de contraccion de la banda helicoidal del
miocardio ventricular (Tomioka, 2006). Por este motivo, hemos
elegido como lugar de estimulacion en el ventriculo izquierdo una
zona del epicardio del ventriculo izquierdo equidistante a las zonas
donde se va a realizar la medicion de la contractilidad regional (zona
laterobasal (dependiente de la CCx) y zona apicomedial
(dependiente de la CDA)). Este lugar es similar al utilizado en otros
modelos de taquimiocardiopatia experimental (Cesseli y cols., 2001;
Gare y cols., 2002; Herndndiz y cols., 2008; Cosin-Aguilar y cols.,
2009).

1.6.- Funcion contractil regional. Sonomicrometria.

En este estudio se ha utilizado la sonomicrometria debido a
la amplia experiencia que nuestro grupo tiene con la misma (Rivera
y cols, 1989a; Pallarés, 1996; Morillas, 2001). Los electrodos se
implantaron en el subendocardio pues estudios previos demostraron
que esta ubicacion es mas estable que la epicardica (Rivera, 1989).

Sin embargo, esta técnica no estd exenta de limitaciones. El

dafo miocardico que se produce durante el implante de los
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microcristales es una de ellas, aunque se ha comprobado que no
excede Imm la zona de implante y consiste en dafio celular focal y
hemorragia intersticial (Théroux y cols., 1974). Otra limitacion es la
variabilidad en la posicion de los cristales a lo largo del
experimento, lo cual podria producir errores significativos en las
medidas efectuadas. Sin embargo, la estabilidad de las medidas
observadas en la zona control a lo largo de toda la experimentacion,
y la posterior comprobacion visual de la posicion de los cristales al
finalizar el experimento, tanto en la zona control como en la zona
sometida a isquemia, minimiza esta posibilidad si el implante se
realiza correctamente (Hattori y cols., 1982; Rivera, 1989).

Otra potencial fuente de error en el andlisis de la longitud y
contractilidad de un segmento miocardico seria la influencia que las
variaciones del tamafio del corazén durante el experimento pudieran
tener sobre estos parametros. En experimentos realizados en perros
se ha descrito que el volumen del corazén varia dependiendo del
estado fisioldégico del animal, particularmente en experimentos a
torax abierto, en que una disminucién significativa del volumen
ventricular puede afectar a las mediciones de la contractilidad
(Rankin y cols., 1976). Para minimizar este problema, hemos
mantenido durante los experimentos una presion venosa central
estable, con infusién, en caso necesario, de dextrano de peso
molecular medio, con la finalidad de paliar las variaciones del
volumen cardiaco.

Otro punto a tener en cuenta es la diferente disposicion de las

fibras en el corazon, segin se encuentren en la capa epicardica o
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endocardica, variando ademas segin la zona estudiada (Streeter y
cols., 1969; Hattori y cols., 1982). Esto conduce a diferencias en la
fraccion de acortamiento de las fibras miocardicas dependiendo del
estrato y de la zona que consideremos (Rivera y cols., 1989a). En
general, en condiciones de perfusion normal, el subendocardio
muestra una mayor motilidad que los estratos epicardicos y la
fraccion de acortamiento es mayor cuando la medida se hace
siguiendo el eje largo del corazén. En condiciones de isquemia
transitoria, las fibras que tienen un recorrido paralelo al eje
longitudinal del corazon se afectan més que las que siguen paralelas
al eje circunferencial, y el estrato subendocardico puede afectarse
mas que el subepicardico (Rivera y cols., 1989b). Sin embargo,
cuando se producen isquemias severas transmurales, las alteraciones
son sincronicas en todos los estratos. En funcion de ello y con la
finalidad de poder valorar zonas mas sensibles a la isquemia, hemos
realizado el implante en capas subendocardicas, situando los
electrodos siguiendo el eje largo del corazon. Ademas, al realizarse
una oclusion completa de la CDA, se minimizaba las diferencias en
la afectacion contrictil entre estratos miocardicos. Se consideraba
que los cristales estaban colocados adecuadamente uno opuesto al
otro visualmente y cuando se conseguia la mayor amplitud de
registro entre sistole y didstole. En todos los experimentos se ha
seguido el mismo protocolo de implante con el objetivo de poder

comparar entre series.
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1.7.- Oclusor coronario.

Historicamente han sido diversos los oclusores coronarios
utilizados en experimentacion animal. Tennant y Wiggers (1935)
utilizaron una pinza (clamp) vascular, Debley (1971) oclusores
hidraulicos, Gallagher y cols. (1982) un clamp de tornillo. Otros han
utilizado oclusores neumaticos (Fujita y cols., 1988) o sistemas
mecanicos de lazo (Cosin y cols., 1990). Con todos ellos se han
descrito reducciones del flujo coronario distal al punto de oclusion
una vez cesa ésta. Se ha propuesto como mecanismo el vasoespasmo
(Uchida y cols., 1975; Cabadés y cols., 1985) y la trombosis y
microembolizaciones de agregados de plaquetas (Folts, 1991). En
este trabajo hemos utilizado un clamp vascular y no hemos
observado disminucion del flujo coronario una vez retirada la
oclusion a pesar de utilizar un protocolo en que las oclusiones son
repetitivas. Por tanto, la posibilidad de espasmo o embolizacion
significativa durante la reperfusion, es poco probable en nuestro
estudio, salvo en la serie con isquemias breves y repetidas en la que,
aunque el flujo en la fase de reperfusion no se redujo, tampoco se
observo el incremento del flujo por la CDA que si se objetivo en las
otras dos series con isquemia.

En este trabajo, el flujo coronario se ha medido mediante una
sonda de ultrasonidos, implantada alrededor de la arteria
descendente anterior, capaz de detectar el flujo instantdneo. Este tipo
de sondas ha sido utilizada ampliamente y validada en diferentes
estudios (Bednarik y May, 1995; St Louis y cols., 2000; Molloi y
cols., 2004).
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1.8.- Protocolo de isquemias.

En 1975 Heyndrickx y cols. describieron que la recuperacion
de la funcion contractil tras 10 minutos de una oclusiéon coronaria en
perros conscientes no era inmediata, si no que podia alargarse hasta
horas incluso dias. A este retraso en la recuperacion de la funcion,
tras una isquemia mas o menos breve, mas tarde se le denomino
aturdimiento (Braunwald y Kloner, 1982). Aunque la mayoria de
investigadores han utilizado una oclusion unica y completa de una
arteria coronaria para producir aturdimiento, (Verdouw, 1998),
también se ha demostrado aturdimiento utilizando maultiples
oclusiones cortas y repetidas (Pomar y cols., 1995; Pallarés y cols.,
1997). Tampoco es necesario que la oclusidn sea completa para
causar aturdimiento. Asi, oclusiones coronarias parciales, siempre
que sean lo suficientemente prolongadas, (Matsuzaki y cols., 1983),
o se realicen en presencia de ejercicio (Homans y cols., 1991), son
capaces de inducir disfuncion contréctil transitoria del miocardio.

Aunque el concepto de miocardio aturdido, como ya se ha
explicado, ha sido ampliamente contrastado en experimentacion
animal, sobre todo en su modelo cldsico de isquemia tUnica, en
clinica, la mayoria de los pacientes con sindrome coronario agudo
experimentan episodios de isquemia multiples y recurrentes, ya sea
por trombosis, por espasmo o ambos (Fuster y cols., 1992).

Clasicamente, los modelos experimentales de isquemias
breves y repetidas, previas a una isquemia mas intensa y prolongada
capaz de causar necrosis, se han utilizado para describir y estudiar el

fenomeno del precondicionamiento miocardico (Murry y cols.,
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1986; Jennings y cols., 2001). Se ha descrito que el mismo
procedimiento de  precondicionamiento  (isquemias  breves
intercaladas por episodios de reperfusion) pudiese constituir un
fenémeno beneficioso para el miocardio si fuese seguido de una
isquemia prolongada capaz de ocasionar necrosis (reduciendo el
tamafio de la misma) (Kloner y Jennings, 2001b), o bien un
fenémeno perjudicial si una isquemia menos intensa incidiese en el
momento de maximo aturdimiento provocado, incrementandose la
disfuncion contractil (Marti y cols., 1999). Ademas, puede aparecer
aturdimiento en vez de precondicionamiento si el nimero de
isquemias breves y repetidas es elevado (Cohen y cols., 1994; Pomar
y cols., 1995; Pallarés y cols., 1997).

En nuestro modelo hemos elegido tres tipos de isquemia
completa, de las cuales dos han sido isquemias continuas de 10
minutos y 20 minutos de duracién y la tercera una serie de 20
isquemias breves y repetidas. El objetivo ha sido intentar reproducir
el escenario clinico del sindrome coronario agudo. Los tres tipos de
isquemia utilizados en el presente trabajo son capaces de inducir

aturdimiento.

1.9.- La sobreestimulacion a frecuencias suprafisiologicas como
modelo de aturdimiento miocardico.

Una taquicardia mantenida de forma cronica produce una
depresion de la funcidon contractil del miocardio tanto clinica
(Shachnow y cols., 1954; Packer y cols., 1986) como experimental
(Coleman y cols., 1971; Armstrong y cols., 1986). Incluso periodos
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mas cortos (24 horas) de sobreestimulacion rapida pueden deprimir
la funcién contréctil sin signos clinicos de fallo cardiaco (Vartner y
cols., 1994). Cambios precoces en el acoplamiento excitacion-
contraccion pueden ser importantes en el desarrollo de aturdimiento
miocérdico. Diversos autores han considerado que la depresion
reversible de la contractilidad que sigue a la finalizacion de las
taquiarritmias auriculares (Jordaens y cols., 1993; Khan, 2003) o
ventriculares (Packer y cols., 1986; Koretsune and Marban, 1989)
puede considerarse una forma de aturdimiento miocardico. Los
mecanismos por los que periodos cortos de taquiarritmia inducen
aturdimiento miocardico son menos conocidos que los mecanismos
que producen taquimiocardiopatia cronica o aturdimiento de origen
isquémico. Hasta la fecha, los estudios experimentales de induccion
de disfuncion contractil por sobreestimulacion rapida se han
centrado en modelos croénicos como modelos in vivo de insuficiencia
cardiaca congestiva (Armstrong y cols., 1986; Chow y cols., 1990;
Hendrick y cols., 1990) y muy pocos estudios se han centrado en
modelos agudos de taquimiocardiopatia (Wang y cols., 2001;
Hernéndiz y cols., 2008; Cosin-Aguilar y cols., 2009).

Sin embargo, la posibilidad de desarrollar algin grado de
aturdimiento miocérdico exclusivamente con sobreestimulacion a
frecuencias altas es controvertida. Estudios, en modelos animales no
encuentran alteraciones en la contractilidad regional tras
sobreestimulacion auricular a frecuencias altas, aunque la duracion
de la taquicardia fue tan breve como 3 minutos (Applegate y cols.,

1990). Oldroyd y cols. (1990), en un estudio realizado en pacientes
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con y sin enfermedad coronaria, encontraron que, tras estimulacién
auricular radpida y breve (no mas de 20 minutos) de hasta 180 latidos
por minuto, los pacientes sin enfermedad coronaria no elevaban la
concentracion de malonilaldehido, un marcador de estrés oxidativo,
en el seno coronario. Sin embargo, si se detectaba una elevacion
significativa si tenian enfermedad coronaria. Posteriormente, Buffon
y cols. (2000) publicaron hallazgos parecidos en pacientes con
sindrome X (duracién de la sobreestimulacion < de 5 minutos). Es
posible que la duracion y la frecuencia ventricular de la taquicardia
sea una variable importante para poder desarrollar aturdimiento
miocérdico. En la experiencia de nuestro grupo, solo la estimulacion
ventricular durante al menos 40 minutos, a una frecuencia de
estimulacién como minimo un 40% superior a la frecuencia cardiaca
inicial, indujo un aturdimiento significativo que perdur6é 20 minutos
tras el cese de la taquicardia (Hernandiz y cols., 2008). Pruebas
preliminares de puesta a punto del protocolo experimental descrito
en este estudio pusieron de manifiesto que, en cerdos, era necesario
una sobreestimulaciéon a mas frecuencia y de mdas duracién para
encontrar alteraciones de la contractilidad segmentaria que duraran
al menos 5 minutos tras el cese de la taquicardia. Se comprob6 que
con frecuencias superiores al 60% de la inicial durante dos horas se
detectaban alteraciones de la contractilidad tanto en la zona
apicoseptal como en la basolateral.

Por ello, consideramos que nuestro modelo de aturdimiento
miocardico por isquemia seguida de sobreestimulacion ventricular

durante 2 horas, a una frecuencia un 60% superior a la frecuencia
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cardiaca inicial, puede ser adecuado y aportar datos interesantes al
conocimiento de la fisiopatologia de la disfuncion cardiaca en dos
escenarios: en el sindrome coronario agudo complicado con
frecuencias cardiacas suprafisiologicas y el posoperatorio inmediato
de cirugia de revascularizacion coronaria, en el que a menudo
acontecen taquiarritmias. Ambos escenarios son capaces de

desencadenar insuficiencia cardiaca aguda.

1.10.- Peroxidacion lipidica y glutation como marcadores de estrés
oxidativo y de defensa antioxidante.

El estrés oxidativo ha sido involucrado en la patogenia del
aturdimiento miocéardico en numerosas publicaciones cientificas. La
mayoria de estos estudios se han centrado en el papel de las especies
reactivas del oxigeno (EROs) en el aturdimiento por isquemia-
reperfusion (Bolli y cols., 1989). Pero también se han publicado
trabajos que relacionan el estrés oxidativo con el aturdimiento
postaquicardia. Asi, en modelos animales, la estimulacion
ventricular rédpida y mantenida produce un incremento de las
demandas metabolicas, una reduccion del flujo sanguineo y estrés
oxidativo (Cardinal y cols., 2004). De la misma forma, frecuencias
ventriculares elevadas, como en el caso de la fibrilacién auricular
paroxistica, estimulan los mecanismos de estrés oxidativo (Goette y
cols., 2009).

El estrés oxidativo, que ocurre en las células debido a un
desequilibrio entre los sistemas oxidantes y antioxidantes, altera las

principales macromoléculas biologicas como los acidos nucleicos,
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proteinas y lipidos. Los lipidos de membrana, principalmente los
fosfolipidos, contienen acidos grasos poliinsaturados (AGPs) que
son particularmente susceptibles a la oxidacion. Cuando el
miocardio se torna isquémico y se acumulan EROs, se inicia un
proceso de oxidacion de los lipidos de las membranas celulares
denominado peroxidacion (Wagner y cols., 1994). Un primer efecto
de la peroxidacion lipidica es que se producen cambios en la
permeabilidad de la membrana celular, incluso de la mitocondrial.
Esta alteracion de las propiedades de las membranas bioldgicas
actta como amplificador, forméndose mdas radicales libres,
degradandose los AGPs en una variedad de subproductos. Algunos
de ellos, como los aldehidos, son muy reactivos y de vida media mas
larga pudiendo difundir desde su lugar de produccion a lugares a
distancia donde causar dafio, actuando como segundos mensajeros
toxicos (Cabiscol y cols., 2000). Entre los diferentes aldehidos que
se pueden formar durante la peroxidacion lipidica el mas estudiado
ha sido el malondialdehido (MDA). Sin embargo, los ensayos
desarrollados para su cuantificacion son poco especificos y suelen
sobreestimarla (Janero, 1990). Se ha propuesto la medicion directa
de lipoperdxidos como un método més especifico (Yamamoto y
cols., 1987; Nourooz-Zadeh y cols., 1994). El método utilizado en
este estudio (Cayman lipid hydroperoxide assay kit) mide el cambio
en la absorbancia utilizando reacciones redox entre lipoperdxidos e
iones ferrosos. Esta reaccion produce iones férricos los cuales son
detectados utilizando el i6n tiocianato como cromégeno (Mihaljevic

y cols., 1996). Este método se ha utilizado ampliamente en estudios
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de medicién de lipoperoxidacion, es simple y funciona bien en
estudios in vitro en plasma sanguineo (Tong y cols., 2005; Cui y
cols., 2010; Jezek y cols., 2010).

En biologia se ha definido a una sustancia como antioxidante
a aquella que, cuando estd presente a concentraciones pequefias en
comparacion con el sustrato oxidable, es capaz de retrasar
significativamente o prevenir la oxidacion de dicho sustrato
(Halliwell y Gutteridge, 1999). Entre las defensas antioxidantes,
estdn componentes no enzimaticos como el glutation (en su forma
reducida o GSH), tioredoxina y glutaredoxina, y mecanismos
enzimaticos como la superoxido dismutasa, catalasa y la glutation
peroxidasa (Nigam and Schewe, 2000; Robertson y cols., 2001).

El tripéptido GSH (y-glu-cys-gly) es el arma mas rapida y
abundante contra la acumulacion de EROs. El glutatién actia como
cofactor del enzima glutation-peroxidasa. Existe GSH intra y extra
celular. Se ha descrito que la disminucion de GSH intracelular no se
debe Unicamente a la inhibicidon de su sintesis, oxidacion de GSH a
glutation disulfito (GSSG) o a un déficit en la via de rescate de
GSH, si no también a un incremento de la tasa de salida de GSH de
la célula (Oda y cols., 1999). Por lo tanto, las fluctuaciones de GSH
en plasma pueden deberse a ambos mecanismos. El método utilizado
en este trabajo para cuantificar el GSH y GSSG se basa en la
glutation reductasa para la cuantificacion de GSH (Griffith, 1980) y
ha sido utilizado en numerosos estudios (Yamamoto y cols., 2009;

Bulku y cols., 2010).
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2.- ANALISIS DE LOS PARAMETROS HEMODINAMICOS
Y DE FUNCION VENTRICULAR GLOBAL Y REGIONAL.

2.1.- Efectos de la apertura del torax y exposicion del corazén al aire
ambiente. Serie sham.

La apertura del térax y la exposicion del corazéon al
ambiente puede influir negativamente sobre la funcidon y
metabolismo del miocardio durante el periodo de obervacion de cada
serie. Por ello hemos incluido en nuestro trabajo una serie sham.
Estos efectos deletéreos se explican, entre otros, por el trauma
quirargico y la manipulacion en el implante de los dispositivos de
medida. Una toracotomia realizada bajo anestesia general se asocia a
una descarga simpatica y a la activacion de citocinas inflamatorias lo
que induce un incremento de los determinantes de demanda
miocardica de oxigeno (inotropismo, frecuencia cardiaca y tension
de pared) y a un incremento del estrés oxidativo (Néslund y cols.,
1992; Moon y cols., 1999; Ramos y Guisasola, 2010).

Ademas, la pérdida de calor por la exposicion del torax es
otro factor a tener en cuenta ya que el miocardio aturdido es muy
sensible a las variaciones de la temperatura (Triana y cols., 1991).
En nuestras series, se utiliz6 una ldmpara calorifica sobre el campo
operatorio y una manta eléctrica para minimizar la pérdida de calor.
Se controld la temperatura ambiente, y la temperatura rectal del
animal, no halldndose diferencias significativas, ni intra ni entre

series, durante el protocolo experimental.
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A pesar de estas consideraciones, en la serie sham no
hallamos diferencias en la frecuencia cardiaca ni antes ni después de
abrir el térax ni a lo largo de la exposicion (4 horas). La explicacion
la podemos encontrar en que los animales no solo fueron sometidos
a una anestesia profunda si no también a analgesia con opidceos lo
que minimizaria la descarga adrenérgica. En este sentido, es
conocido que el bloqueo adecuado con opiaceos sistémicos de las
seflales aferentes originadas por el dolor en pacientes sometidos a
toracotomia electiva reduce significativamente los niveles de
catecolaminas circulantes (Bachmann-Mennenga y cols., 1993).

Tampoco encontramos diferencias en el gasto cardiaco, en el
volumen latido, en la presion sistolica del ventriculo izquierdo o en
la dP/dt positiva durante las cuatro horas de exposicion. Sin
embargo, detectamos un incremento lento, pero constante, del pico
de la dP/dt negativa que llega a ser significativo al final de la
observacion. La dP/dt negativa pico se reduce cuando la relajacion
ventricular se altera, por ejemplo en la isquemia. Un progresivo
aumento de la misma ocurre cuando mejora la relajacion ventricular,
aumenta la presion adrtica o ambas (Grossman, 1996). Si la dP/dt
negativa aumenta y la poscarga no se altera o se reduce, significa
una mejoria intriseca de la relajacion ventricular (Fifer y Grossman,
1996). Aunque la desaparicion del efecto de contencion del llenado
ventricular tras la pericardiotomia podria explicar el comportamiento
de la dP/dt negativa en la serie sham, estudios realizados en perros
han demostrado que el hecho de abrir el pericardio no influye en

dicho valores (Shirato y cols., 1991).
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En cuanto a los pardmetros de funcién regional, no
encontramos cambios estadisticamente significativos durante las
cuatro horas de observacion de esta serie, aunque en la zona control
(dependiente de la arteria circunfleja) la fraccion de acortamiento se
redujo un 30% respecto al inicial (p > 0,05). Esta reduccion se
produjo a expensas de que las fibras musculares de esta region
alcanzaron una menor longitud telediastolica conforme avanzo6 la
observacion. Es poco probable que esto se hubiera debido a una
reduccion de la precarga ya que la PTDVI se mantuvo constante, e
incluso se increment6, al igual que la dP/dt -, a lo largo del
experimento en esta serie. Ademads, el protocolo del modelo incluia
una repleccion continua de volumen para compensar las pérdidas por
sangrado y por evaporacion. En cualquier caso, esta reduccion no
fue estadisticamente significativa. También se mantuvo en limites
normales la saturacion de oxigeno arterial y el pH. Tampoco la
comparacion del porcentaje de cambio de los parametros de
contractilidad regional entre las regiones latero-basal y medio-apical
en la serie sham mostro diferencias significativas.

Por tanto, la exposicion y manipulacion del corazén de la
preparacion experimental propuesta en este estudio, no causd
modificaciones significativas en los pardmetros hemodindmicos y

funcionales durante el protocolo experimental.
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2.2.- Efectos de la isquemia y la reperfusion sobre los parametros de

funcion miocardica global y regional.

2.2.1.- Efectos de una isquemia Unica.

2.2.1.1.- Efectos sobre los pardmetros hemodindmicos y de funcion
global.

Los efectos de una oclusion coronaria sobre los parametros
de funcidn sistolica y diastolica han sido ampliamente estudiados en
el pasado. La oclusion de un segmento coronario conduce a una
reduccion de la contractilidad regional en pocos latidos que puede
llegar a ser disquinética en 1 minuto. Conforme la contractilidad
regional decrece se produce también una reduccion de la dP/dt +y
un aumento progresivo de la PTDVI y puede disminuir el gasto
cardiaco. Ahora bien, la magnitud de estos cambios hemodinamicos
varia con la severidad de la isquemia asi como con la cantidad de
miocardio afectado (Canty, 2008).

En nuestro estudio, la realizaciéon de una isquemia por
oclusion completa del segmento medio de la arteria descendente
anterior causo una reduccion significativa de entre el 10 y 20 % del
volumen latido y del gasto cardiaco respecto a sus valores iniciales
en ambas series con isquemia de 10 y 20 minutos. La dP/dt + se
redujo respecto al valor inicial en la serie con isquemia de 20
minutos, pero no en la serie con isquemia mas corta (10 minutos).
Sharma y cols. (1982) describen en perros cambios en la dP/dt +

solo cuando la isquemia era de al menos 60 minutos. El hecho de
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que el cerdo posea escasa circulacion colateral, puede explicar que
en nuestro modelo encontremos alteraciones de la dP/dt + solo con
20 minutos de oclusiéon completa.

La PTDVI se increment6 ligeramente en ambas series pero
sin significacion estadistica. La dP/dt negativa pico, pardmetro de
funcion diastolica que refleja el estado de la relajacion ventricular en
la fase isovolumétrica, no se alter6 durante la isquemia de 10
minutos pero si durante la isquemia de 20 minutos, en que se redujo
significativamente. Esto ya fue descrito en otros trabajos (Fifer y
Grossman, 1996; Solomon y Glantz; 1999).

En la reperfusion, el volumen latido, el gasto y la dP/dt + se
recuperaron de forma casi inmediata en ambas series. La dP/dt
negativa también se normalizé inmediatamente tras la reperfusion en
estas dos series. Estos hallazgos reflejan que, en caso de que hubiera
habido aturdimiento postisquémico, o bien no afectdé a los
pardmetros de funcion global o bien la aparicion de un efecto
negativo no es inmediato tras el cese de la oclusion si no que se
retrasa unos minutos (Morillas, 2001). El inicio precoz de Ila
sobreestimulacion, en los primeros cinco minutos de reperfusion,

podria haber impedido la deteccion de aturdimiento.

2.2.1.2.- Efectos sobre los parametros de funcion regional.

Se ha comentado que la oclusion de una arteria coronaria va
seguida de una secuencia de cambios en la contractilidad
miocardica. Tennant y Wiggers (1935) demostraron que, a los 60

segundos de oclusidon coronaria, la zona isquémica cambia desde un
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estado de acortamiento sistolico activo a uno de alargamiento
sistolico pasivo o expansion sistolica paraddjica, debido a la
incapacidad de la zona isquémica para soportar la presion
intraventricular generada por el miocardio normalmente perfundido.
La aparicion de este abombamiento sistdlico o bulging sirve pues de
parametro visual para confirmar la intensidad de la isquemia, ya que
no se detecta cuando las oclusiones coronarias son parciales (Hess y
cols., 1983; Marti y cols., 1999). En las tres series con isquemia de
nuestro trabajo hemos observado este fendomeno, acompanado del
cambio de coloracion a violdceo de la zona isquémica, con
recuperacion rapida en la reperfusion.

Ademas, la duracion de la isquemia es una variable
importante en el tiempo de recuperacion de la contractilidad como
demostraron Heyndrickx y cols. (1975 y 1978). Con una oclusion
coronaria de 5 minutos, la funcidn regional se mantuvo deprimida a
las dos horas de la reperfusion pero se habia recuperado a las 6
horas. Cuando la duracion de la isquemia fue de 15 minutos, la
funcién contréctil permanecié reducida mas de 6 horas tras la
restauracion del flujo coronario.

Durante la isquemia, en nuestro modelo y en las dos series
con isquemia unica de 10 y 20 minutos, hemos detectado una
afectacion importante de la funcion regional en la zona dependiente
de la arteria descendente anterior. El grado de afectacion fue similar
con 10 y con 20 minutos de isquemia.

Durante la reperfusion, la medicion de la contractilidad se

realizo en el primer minuto tras el despinzamiento de la coronaria,
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observandose una recuperacion significativa de la fraccion de
acortamiento. Esta aparente contradiccion del concepto de
aturdimiento, tras isquemia reversible, no lo es tanto cuando se
observa que en otros estudios el deterioro de la funcidon contractil
tras la isquemia no es inmediato si no que se retrasa unos minutos
(Kloner y cols., 1998). Esto concuerda con el concepto de lesion por
reperfusion, probablemente relacionado con el incremento de calcio
citosolico y el pico de produccion de radicales libres que se produce
entre los 2-4 minutos de iniciada la fase de reperfusion (Buffon y
cols., 2000). En este sentido, en el trabajo de Morillas (2001), una
isquemia Unica y completa de 15 minutos de duracidon no resulté en
alteraciones de la fraccion de acortamiento regional en la medicién
realizada en el primer minuto de reperfusion pero si al minuto 10.
Cuando observamos los resultados de contractilidad en la
zona control durante la isquemia, existe un incremento (aunque no
significativo) en la fraccion de acortamiento, con recuperacion de
los valores iniciales en la reperfusion en ambas series con isquemias
de 10 y 20 minutos. Este incremento ‘“compensador” de la
contractilidad en zonas alejadas de la isquémica es un fendmeno
cuyo mecanismo es controvertido, si bien la mayoria de
investigadores lo atribuyen al mecanismo de Frank-Starling
(Braasch y cols., 1968; Matre y cols., 1987): la disminucion del
acortamiento y la expansion sistolica de la zona isquémica
reducirian la poscarga de las regiones no isquémicas, favoreciendo
el incremento del acortamiento en dichas zonas. Algunos

investigadores atribuyen esta hipercinesia a wuna interaccion
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mecanica entre la region isquémica y no isquémica (Goto y cols.,
1988) y otros a la influencia de ambos mecanismos (Noma y cols.,

1988).

2.2.2.- Efectos de isquemias breves y repetidas.

2.2.2.1.- Efectos sobre los pardmetros hemodindmicos y de funcion
global.

En nuestro protocolo, la medicion de los parametros
hemodindmicos y de funcion global se realizd durante y tras la
ultima isquemia, que fue de igual duracion (2 minutos) e intensidad
(oclusion completa) que las 19 anteriores.

Durante la isquemia ntimero 20, observamos que el efecto
sobre estas variables no difiere del producido por las isquemias
unicas y mas prolongadas de las otras dos series, con una reduccion
significativa del volumen latido, del gasto cardiaco, de la dP/dt
positiva y negativa. Ademas, la PSVI se redujo de forma cercana a
la significacion.

Durante la reperfusion, los valores de vol. lat., G. C. y PSVI
se mantuvieron reducidas respecto al valor inicial, lo cual no se
observd en las series con isquemia unica, indicando este hecho la
presencia de aturdimiento mas precoz o intenso en esta serie, lo cual
no sorprende, dados los 19 episodios previos de isquemia. La
PTDVI también tendié a estar mas elevada en esta serie durante la

reperfusion.
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Estos hallazgos sugieren que el aturdimiento producido por
isquemias breves y repetidas puede ser de mayor intensidad que el
causado por una isquemia Unica aunque mas prolongada. En este
sentido, es conocido que el deterioro de la funcion sistolica que
persiste a pesar de la restauracion del flujo coronario tras un
episodio isquémico se relaciona con la duracién de la isquemia
(Heyndrickx y cols., 1975; Braunwald y Kloner, 1982; Bolli y cols.,
1988a). Nicklas y cols. (1985) y Zhao y cols. (1987) demostraron
que isquemias breves y repetidas eran capaces de producir un efecto
similar al causado por una Unica isquemia mas prolongada. Sin
embargo, patrones diferentes de isquemias repetidas producian
efectos diferentes: Lange y cols. (1984), utilizando episodios de
isquemia mas prolongados encontraron que tres episodios de
isquemia de 15 minutos de duracion cada uno separados por
intervalos de 30 minutos causaban aturdimiento en la reperfusion
pero no hallaron un efecto acumulativo. Los mismos hallazgos
obtuvieron Weiner y cols. (1976) tras tres episodios de isquemia de
20 minutos separados por intervalos de 45 minutos de reperfusion.

Otra consideracion es que, la realizacion de 20 isquemias de
2 minutos separadas cada una por 3 minutos de reperfusion, suponen
en total 100 minutos de protocolo de isquemia-reperfusion frente a
los 10 y 20 minutos de las series con isquemia continua. Sin
embargo, en un estudio anterior de nuestro grupo que utiliz6 el
mismo protocolo de 20 isquemias breves y reperfusion, no se
encontraron diferencias significativas en la PSVI, en la dP/dt + o en

la PTDVI durante la isquemia niimero 20, respeto al valor inicial
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(Pomar y cols., 1995). Esta diferencia respecto a nuestros hallazgos
se puede explicar porque el cerdo (utilizado en nuestro estudio) a
diferencia del perro (utilizado en el estudio de Pomar) carece de
circulacion colateral y por lo tanto seria mas sensible a episodios de

isquemia.

2.2.2.2.- Efectos sobre los parametros de funcion regional.

Los efectos que 20 isquemias breves seguidas de periodos de
reperfusion muy cortos tuvieron sobre la funcion regional de la zona
dependiente de la CDA fueron similares, en términos estadisticos, a
los observados en las series con isquemia unica de 10 y 20 minutos,
tanto durante la isquemia como durante la reperfusion. Esto es
concordante con estudios previos como los de Fujita y cols. (1988) y
sobre todo de Wynsen y cols. (1991), que demostraron que la
duraciéon de los periodos de reperfusion tras cada isquemia breve
influia en el grado de aturdimiento posterior de tal modo que cuando
los periodos de reperfusion eran cortos, el deterioro de la fraccion de
acortamiento era mayor y equiparable a periodos de isquemia mas
prolongados.

Sin embargo, y de forma llamativa, el comportamiento de la
zona control fue diferente en nuestra serie con isquemias breves
respecto a las dos series con isquemia Unica. Durante la isquemia,
aunque no observamos diferencias significativas en los cambios en
las longitudes telediastdlicas y telesistolicas entre las tres series, la
fraccion de acortamiento en la zona testigo se comporté de forma

diferente. En las series con isquemia de 10 y 20 minutos se observo
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un incremento de la fraccion de acortamiento de la zona control
(“efecto compensador”) que contrastod con la reduccion que suftio la
fraccion de acortamiento en la serie con isquemias breves durante la
isquemia numero 20. Esta reduccion de la fraccion de acortamiento
de la zona control de la serie con isquemias breves y repetidas fue
estadisticamente significativa no solo respecto a sus valores
iniciales, sino también respecto a las otras dos series con isquemia
unica. Este comportamiento negativo de la fraccion de acortamiento
en una zona a distancia de la sometida a isquemias breves y
repetidas no se observo en el estudio realizado en perros por Pomar
y cols. (1995) y que utiliz6 un protocolo de isquemia-reperfusion
similar al nuestro. Lo habitual es que se produzca un aumento de la
contractilidad en territorios a distancia de la zona isquémica,
habiéndose involucrado diferentes mecanismos como los
comentados en el apartado anterior. Sin embargo, Przyklenk y cols.
(1993) en un modelo canino, sugieren que oclusiones breves y
repetidas podrian precondicionar no solo a los miocitos del territorio
sometido a isquemia si no incluso a aquellos pertenecientes a otros
territorios vasculares, y estar mediatizado este fendmeno por algin
factor o factores activados, producidos o transportados a través del
corazon durante los episodios de isquemia-reperfusion. A este efecto
se le ha denominado precondicionamiento remoto. Moon y cols.
(1998) encontraron que, tras una isquemia que causa aturdimiento
miocérdico en el territorio de la arteria circunfleja, disminuia la
reserva de flujo coronario en el territorio de la arteria descendente

anterior, sugiriendo una disfuncion endotelial a distancia del
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miocardio aturdido. Desde entonces, diversos trabajos han estudiado
el efecto a distancia de una isquemia en diferentes érganos como el
corazon, rifion, cerebro incluso intestino, centrandose en el posible
efecto cardioprotector (precondicionamiento remoto). En este
sentido, isquemias intermitentes en otros territorios vasculares (por
ejemplo la arteria humeral) podrian tener un efecto protector sobre el
miocardio durante un infarto con elevacion del ST (Betker y cols.,
2010) o durante CABG (Hausenloy y cols., 2007).

Si la reduccion de la fraccion de acortamiento en esta serie es
reflejo del efecto de sustancias circulantes, liberadas desde la zona
sometida a isquemia, que conducirian a una reduccion del
metabolismo y la funciéon de miocardio sano preparandose de esa
forma ante una posible noxa isquémica, es una hipdtesis que todavia
no ha sido demostrada. Lo que si se ha objetivado, es que el
precondicionamiento isquémico a distancia muestra una importante
variabilidad entre especies, lo que podria explicar la diferente
respuesta obtenida con el mismo protocolo de isquemias-reperfusion
por Pomar en perros y por nuestro estudio en cerdos (Yellon y

Downey, 2003).

2.3.- Efecto de la frecuencia ventricular suprafisiologica sobre la

funcion global y regional.
2.3.1.- Serie con sobreestimulacion y sin isquemia.

Durante la realizacion de una sobreestimuacion ventricular a

una frecuencia superior, en un 60%, a la inicial, observamos una
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reduccion de todos los parametros de funcion sistolica y diastolica
analizados, conservandose el gasto cardiaco por el efecto de la
frecuencia cardiaca elevada. La reduccion de los pardmetros de
funcion sistdlica son explicables por la desincronizacion de la
contraccion ventricular que produce la sobreestimulacion desde el
ventriculo izquierdo, como es el caso de nuestro modelo (Hernandiz
y cols., 2008). El acortamiento de la didstole causado por la
taquicardia y la desincronizacion de la relajacion ventricular
contribuyen a la reduccion del llenado ventricular lo que explicaria
la reduccion de la dP/dt negativa y de la PTDVI (Castella y cols.,
20006).

Durante la taquicardia, los parametros de funcion regional se
alteraron en las dos zonas analizadas, dependiente de la CCx y
dependiente de la CDA, y lo fueron a expensas de un menor
alargamiento telediastdlico de la fibras miocéardicas. Ambas
fracciones de acortamiento se redujeron significativamente, en torno
a un 60%, respecto a la inicial, sin diferencias significativas en las
mediciones realizadas a los 60 y a los 120 minutos de iniciar la

taquicardia.

2.3.2.- Series con isquemia previa.

No hemos encontrado diferencias significativas en el
comportamiento de los parametros hemodindmicos y de funcion
global en las series con isquemia previa respecto a la serie sin

isquemia durante la sobreestimulacion.
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Tampoco hallamos diferencias en la contractilidad
segmentaria de la zona dependiente de la CDA durante la
taquicardia que, aunque se redujo en todas las series
sobreestimuladas, no demostré diferencias entre ellas. Sin embargo,
si encontramos diferencias en la contractilidad regional en la zona
control, objetivando una importante reduccion de la fraccién de
acortamiento en la serie con isquemia de 20 minutos y, sobre todo en
la serie con isquemias breves y repetidas, que fue significativa a los
120 minutos de la sobreestimulacion. La fraccion de acortamiento de
la zona control en la serie con isquemias repetidas se redujo un
123%, presentando una contractilidad discinética al final de la
sobreestimulacion. Algo parecido, pero menos intenso, ocurrié con
la serie de isquemia tnica de 20 minutos.

Estos hallazgos en una zona que no fue sometida a isquemia
sugieren de nuevo la existencia de un efecto “a distancia” mediado
por algin mecanismo humoral o neuronal, ya que, aunque en todas
las series hubo una reduccion de la contractilidad atribuible a la
pérdida de la sincronia de la contraccidon ventricular, ésta fue mas
pronunciada en aquellas series en que el estimulo isquémico

realizado en otro territorio fue mas intenso (Heusch y cols., 2011).
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2.4.- Aturdimiento postaquicardia: diferencias segun el tipo de

isquemia previa.

2.4.1.- Serie con sobreestimulacion y sin isquemia.

Uno de los objetivos de nuestro estudio fue comprobar si una
sobreestimulacion ventricular a una frecuencia suprafisiologica era
capaz de producir aturdimiento miocérdico.

Aunque el aturdimiento miocardico se debe, basicamente, a
un acontecimiento isquémico que ocurre tras periodos breves y
transitorios de isquemia miocardica (Kloner y Jennings, 2001a y b)
también se ha descrito tras taquicardia en las auriculas (Khan y cols.,
2003) y en los ventriculos. Asi, Wang y cols. (2001), en un modelo
de miocitos ventriculares aislados, encontraron que una
sobreestimulacion rapida, con longitudes de ciclo progresivamente
menores (700, 500, 400, 300 y 250 mseg) y breve (60 y 90 seg.)
producia una depresion de la contractilidad de la célula que
atribuyeron a la activacion del mecanismo de sefial celular

dependiente de Ca” -Proteina Kinasa C. Otros estudios han

demostrado que frecuencias elevadas producen una reduccion del
flujo coronario subendocardico, acortamiento de la diastole y
aumento de las necesidades metabdlicas del miocardio que
conllevan reduccién del inotropismo (Bache y Cobb, 1977; Spinale
y cols., 1991b; Shannon y cols., 1993; Nikolaidis y cols., 2001).

En trabajos desarrollados en nuestra Unidad experimental,
utilizando perros, hemos observado que la estimulacion del

ventriculo izquierdo a frecuencias del 20% y 40% sobre la
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frecuencia basal durante periodos de 10, 20 y 40 minutos, reducia la
fraccion de acortamiento de forma significativa (p<0,001) y esta
reduccion estaba en relacion directa con la frecuencia de la
estimulacion. Tras el cese de la estimulacion, las alteraciones de la
fraccion de acortamiento persistian Unicamente cuando la
estimulacion ventricular era de 40 minutos (Solaz y cols., 1991).
Estas observaciones sobre afectacion de la contractilidad miocardica
por taquicardia que persiste un tiempo tras el cese de la misma se
parecen al fendmeno de aturdimiento miocardico observado con la
isquemia miocardica por obstruccion coronaria. En estos
experimentos, la estimulacién auricular a un 20 y 40% de la FC
basal, no afectd a la funcion miocéardica regional como si ocurria
cuando la estimulacion era ventricular (Herndndiz y cols., 2008).

En nuestro estudio encontramos que la afectacion de la
contractilidad regional tras la sobreestimulacion de la pared libre del
ventriculo izquierdo, fue mayor en la region latero-basal que en la
apico-medial, particularmente en los primero minutos que siguieron
al cese de la taquicardia (p<0,05). Ello se puede explicar por el
efecto que la estimulacion rapida del ventriculo izquierdo tiene sobre
la secuencia de contraccion de la banda miocardica (Torrent-Guasp
y cols., 2005; Tomioka y cols., 2006). Asi, un andlisis reciente del
acortamiento de los miocitos dentro de la banda miocardica
ventricular demostr6 coémo una sobreestimulaciéon univentricular
inicia un impulso prematuro en el punto de estimulaciéon que rompe
la secuencia de progresion del acortamiento fibrilar a lo largo de la

configuracion espacial de la hélice muscular cardiaca. Ademas, el
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grado de afectacion de la contractilidad regional era diferente segin
el lugar de implante de los cristales fuera mas basal o apical
(Liakopoulos y cols., 2006). Ademads, esta disincronia contractil
produciria contraccidn sin torsion lo cual reduciria la eficacia de la
contraccion ventricular (Buckberg y cols., 2008).

Por otro lado, en esta serie sin isquemia objetivamos, tras el
cese de la taquicardia, que aunque el volumen latido se recuperd
inmediatamente y el gasto cardiaco permanecid en valores normales,
la dP/dt positiva se mantuvo en cifras por debajo de las iniciales
(p<0,05) y la PSVI sufri6 una reduccion progresiva que fue
significativa al final de la observacion. Esta reduccion significativa
intra-serie de los parametros de funcion sistolica global y regional,
apoya la hipoétesis del aturdimiento ventricular postaquicardia. Sin
embargo, al comparar con la serie sham (comparacion entre series),
no obtuvimos diferencias significativas, por lo que creemos que este
protocolo experimental, solo con sobreestimulacion a un frecuencia
un 60% superior a la inicial, no es suficiente como modelo de

insuficiencia cardiaca aguda por aturdimiento, al menos en cerdos.

2.4.2.- Series con isquemia.

En pacientes con enfermedad coronaria, un aumento de los
requerimientos miocardicos de oxigeno (isquemia por aumento de la
demanda) puede causar también aturdimiento y producir una
disfuncién ventricular izquierda postisquémica con efecto
acumulativo si los episodios de isquemia son repetidos (Barnes y

cols., 2002). En la clinica, la presencia de taquiarritmias en la fase
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aguda de un sindrome coronario agudo (Galcera y cols., 1999; Al-
Khatib y cols., 2001) o durante la realizacion de revascularizacion
coronaria ya sea percutanea (El-Omar y cols., 2003) o quirurgica
(Hogue y Hyder, 2000; Saxena y cols., 2011) se ha asociado con un
peor prondstico, incluso una vez el episodio isquémico se ha
resuelto. Sin embargo, muy pocos estudios experimentales han
estudiado la secuencia isquemia-taquicardia. La gran mayoria
estudia simultaneamente la isquemia y la taquicardia (isquemia por
demanda). Tras una revision exhaustiva de la literatura, los pocos
trabajos encontrados en animales realizan la secuencia taquicardia
seguida de isquemia (Sinha y cols. 2006) y no al revés, como es el
caso de nuestro estudio y que creemos se corresponde mejor con lo
que acontece en la clinica.

Nuestro modelo experimental en cerdos anestesiados y con
torax abierto, sometidos a diferentes tipos de isquemia seguidas de
una taquicardia, trata de reproducir de una forma directa el escenario
clinico de la cirugia de revascularizacion coronaria complicada con
una taquiarritmia en el postoperatorio inmediato. De forma indirecta,
intentamos estudiar los mecanismos de disfuncién ventricular en el
paciente con sindrome coronario agudo que, tras la apertura de la
arteria, sufre una taquiarritmia y disfuncion cardiaca.

Las series con isquemia se comportaron de forma diferente,
respecto a las variables que estimaron la funcion miocérdica global,
en la fase que sigui6 al cese de la taquicardia. La serie con isquemia
unica de 10 minutos presentd, respecto a sus valores iniciales, una

reduccion significativa del volumen latido y del gasto cardiaco en la
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fase que siguid al cese de la taquicardia asi como una disminucion,
no significativa en los valores de la dP/dt positiva y negativa. Sin
embargo, en la serie con isquemia unica de 20 minutos, no se
evidencid esta reduccion respecto al valor inicial. Es mas, algunos
de estos parametros tendieron a aumentar en esta serie. Ahora bien,
al comparar el cambio porcentual entre series, no encontramos
diferencias.

Creemos que la diferencia de comportamiento entre las dos
serie con isquemia Unica en cuanto a los parametros de funcion
global puede ser explicado por que la serie con isquemia mas
prolongada habria producido una estimulacion catecolaminérgica
mayor que la serie con isquemia de menor duracion. El hallazgo de
una frecuencia cardiaca mas elevada en la serie con isquemia de 20
minutos durante la fase de recuperacion avala esta hipotesis. En este
sentido, en los primeros 10 minutos de isquemia el miocardio suele
estar protegido del exceso de liberacion de catecolaminas,
proteccion que se va perdiendo al alargarse la isquemia (Schomig y
cols., 1991).

Tampoco nuestros resultados han demostrado un
aturdimiento mayor en las series con isquemia continua respecto a la
serie sin isquemia o la serie sham.

Por lo tanto, los protocolos de isquemia continua de 10 y 20
minutos seguidos de sobreestimulacion ventricular no causaron un
aturdimiento miocardico uniforme y duradero. De hecho no
empeoraron los resultados de funcion obtenidos en la serie sin

isquemia.
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Fue la serie con isquemias breves y repetidas la que causé un
mayor afectacion de la funcién global del ventriculo izquierdo.
Todos los parametros, tanto de funcion sistélica como diastélica, se
vieron reducidos significativamente respecto a su valor inicial.
Ademas, hubo diferencias significativas entre esta serie y las otras
dos con isquemia unica, particularmente la reduccion de la PSVI, de
la PTDVI positiva y la PTDVI negativa. El efecto sobre la
contractilidad regional no fue significativo respecto al resto de
series, aunque se observo una tendencia a un mayor aturdimento de
la zona dependiente de la CCx, que no se observd en la zona
dependiente de la CDA.

Estos resultados sugieren que el modelo de isquemias breves
y repetidas seguido de taquicardia es mas adecuado para inducir
disfuncion cardiaca que los modelos en que la isquemia es continua
(al menos hasta 20 minutos). Esto puede tener utilidad para el
desarrollo de nuevos modelos animales que reproduzcan
mecanismos de descompensacion cardiaca aguda en el contexto de
cardiopatia isquémica y taquiarritmias. Sin embargo, al interpretar
estos resultados, debe tenerse en cuenta que la duracion de la fase de
isquemias breves y siguientes reperfusiones fue de 100 minutos en
nuestro modelo, frente a los 10 y 20 minutos de las series con
isquemia continua, lo cual puede haber influido en los datos
obtenidos al alargar el tiempo de exposicion del corazon.

En cuanto a los efectos sobre los parametros de funcion
regional, el hallazgo mas llamativo de nuestro estudio ha sido que,

de forma inesperada, durante la fase de recuperacion tras la
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taquicardia, el territorio control laterobasal irrigado por la CCx se
comportd de forma diferente, con mayor afectacion, que la zona
anteroapical que fue sometida a isquemia (territorio CDA). Ahora
bien, con ciertas diferencias segun el tipo de isquemia.

Asi, en las series con isquemia continua, y tras el cese de la
taquicardia, se mantuvo cierto grado de aturdimiento tanto en la
zona que fue sometida a isquemia (apicomedial) como en la zona
control (laterobasal), pero mds intenso en la zona sometida a
isquemia (se obtuvieron valores de p significativos respecto a los
iniciales). Sin embargo, en la serie con isquemias breves y repetidas,
la zona que presentd aturdimiento postaquicardia mas intenso fue la
zona control. Al comparar entre series, solo la serie con isquemias
breves y repetidas demostré un mayor aturdimiento en la region
dependiente de la CCx, con una p cercana a la significacion. Estas
diferencias entre la zona de la base del VI y la del apex en la serie
con isquemias repetidas, también se detectaron durante la isquemia,
en los primeros cinco minutos de la reperfusion y durante la
sobreestimulacion.  Como  hipdtesis, podria  ocurrir  un
precondicionamiento isquémico de esta zona de la base que indujera
una reduccion de su funcion (Przyklenk y cols., 1993; Moon y cols.,
1998). Ademas se produciria una mayor afectacion causada por la
disincronia en la contraccion de la banda miocéardica al
sobreestimular desde el ventriculo izquierdo (Torrent-Guasp y cols.,
2005; Tomioka y cols., 2006). La suma de ambos efectos podria
explicar nuestro hallazgo. En este sentido, se ha descrito la

reduccion de la fraccion de acortamiento, tanto en zonas del
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miocardio laterobasales como apicomediales, durante una
taquicardia (Canty y cols., 1990). Sin embargo pocos estudios han
comparado la intensidad de dicha reduccion. Tomoike y cols. (1978)
describieron, en un modelo canino sometido a isquemia Yy
taquicardia durante 4 minutos, el aturdimiento de la zona isquémica
pero no de la control. A parte de la diferente duracion de la
taquicardia y de las isquemias de este estudio respecto al nuestro,
estos autores eligieron como zona control la dependiente de la CDA
y sometieron a isquemia la dependiente de la CCx. Esto podria

explicar las diferencias respecto a nuestro trabajo.

3.- Analisis de la produccion de lipo-peroxidos y del poder

reductor del plasma.

3.1.- Efecto de la apertura del térax y de la exposicion al aire
ambiente. Serie sham.

El hecho de anestesiar al animal, realizarle una toracotomia y
una pericardiotomia con manipulacion del epicardio e implantacion
de diversos dispositivos de medida, algunos de ellos requirieron la
puncidn del miocardio, asi como la exposicion del torax abierto al
aire y temperatura ambiente, sin duda produce una respuesta
inflamatoria y un aumento de la produccién de EROs con la
consiguiente activacion de los sistemas antioxidantes (Inselmann y
cols., 1997; Clermont y cols., 2002). Por tanto, el analisis de la serie
sham es fundamental para evaluar el papel, como factores de
confusion, de todas las variables que intervinieron en la preparacion

experimental.
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Y en este sentido, un hallazgo importante de este estudio es
que, en cuanto a la produccion de LPOs, la serie sham se comportd,
en términos estadisticos, de la misma forma que el resto de las series
durante la mayor parte del experimento excepto en las extracciones
realizadas al final del mismo. En este momento, encontramos en la
serie sham una concentracion en plasma de LPO, respecto a su valor
inicial, menor que en las dos series con mayor carga isquémica y de
reperfusion.

Algo similar ocurrio6 en la deteccion de la actividad
antioxidante. La serie sham no mostré diferencias en la
concentracion plasmatica de glutation ni en el cociente GSH/GSSG
respecto al resto de series excepto, de nuevo, al final del
experimento.

Por lo tanto, de estos resultados hemos deducido que, debido
a la complejidad y diversidad de los mecanismos que se ponen en
funcionamiento cuando se produce un estrés que pueda causar un
desequilibrio  entre  sustancias prooxidantes y  sustancias
antioxidantes y, dado que en nuestro protocolo experimental se
produce una secuencia muy préxima en el tiempo de “agresiones” al
organismo (toracotomia - manipulacion del corazén — isquemia —
taquicardia), hay que ser muy cautos en la interpretacion de los
resultados referidos a estrés oxidativo obtenidos de las muestras de
sangre extraidas a lo largo del experimento, dando mas valor a los
valores obtenidos en la ultima extraccion, que son las mas alejadas

del tltimo estimulo prooxidante al miocardio como es la taquicardia.
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3.2.- Efecto de la isquemia.

El papel de las EROs y de los productos generados como
consecuencia de su interaccion con las membranas bioldgicas, ha
sido ampliamente estudiado en el aturdimiento miocardico. Los
radicales libres son producidos, en su mayor parte, durante la
reperfusion mas que durante la isquemia (Dhalla y cols., 2000)
Debido a que en nuestro protocolo experimental la extraccion de
sangre tras la isquemia se realizd en los cinco minutos siguientes a la
desobstruccion arterial, este decalaje temporal puede ser insuficiente
para que los valores de LPO y glutation obtenidos en plasma de
sangre periférica reflejen las alteraciones relacionadas con el estrés
oxidativo. En este sentido, Lantos y cols. (2001), en un modelo
canino de isquemia-reperfusion en el que ocluian durante 60 minutos
la CDA, seguida de un periodo de reperfusion de otros 60 minutos,
encontraron que la concentracion de MDA, un marcador de
lipoperoxidacion, fue practicamente la misma en el seno coronario
que en sangre venosa periférica antes de la isquemia y durante la
misma. Sin embargo, durante la reperfusion detectaron un aumento
significativo de MDA solo en la muestra obtenida del seno
coronario. Ademas, este incremento solo fue significativo en la
muestra obtenida a los 60 minutos de reperfusion. Los autores
especulan con que la dilucion del MDA en sangre periférica podria
explicar las diferencias. Es decir, el lugar de la extraccion de la
muestra también se ha de tener en cuenta a la hora de la
interpretacion de nuestros resultados. En este sentido, Buffon y cols.

(2000b) encontraron diferencias significativas en la concentracion de
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hidroperoxidos lipidicos en 15 pacientes sometidos a angioplastia de
la descendente anterior seglin la muestra de sangre se extrajera de la
aorta o del seno coronario. En la muestra extraida de la aorta no
hubo diferencias en la concentracion de LPOs respecto al valor basal
en las muestras extraidas 1, 5 o 15 minutos tras el desinflado del
balén. Sin embargo, en las muestras obtenidas del seno coronario, se
encontraron incrementos significativos ya desde el primer minuto de
reperfusion. Estos autores concluyen que una isquemia breve es
capaz de inducir un incremento sostenido de LPOs detectable en las
venas efluentes del miocardio sometido a isquemia-reperfusion pero
no en la circulacion sistémica. Otros autores ya habian descrito la
posibilidad de no detectar o detectar solo débilmente marcadores de
estrés oxidativo en sangre periférica tras episodios transitorios de
isquemia-reperfusion, debido bien a dilucion o bien a eliminacién
por los sistemas antioxidantes (Blann y cols., 1993; Oostenbrug y
cols., 1997).

Por lo explicado en el parrafo anterior, no sorprende que en
nuestro trabajo no observaramos diferencias significativas en los
valores de LPO ni entre las series, ni en cada serie respecto a su
valor inicial, en la muestra obtenida en la fase de reperfusion, antes
de iniciar la sobreestimulacion.

Sin embargo, si observamos un consumo del glutation total y
una reduccion del cociente GSH/GSSG en todas las series
independientemente de si se les realizdé algin tipo de isquemia.
Creemos que esta respuesta de activacion de las defensas

antioxidantes se debi6 al fuerte estrés que originé la esternotomia y
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exposicion del corazon al aire. En este sentido, Ramos y Guisasola
(2010), encontraron que tras un estrés quirargico intenso Yy
prolongado, como en la toracotomia, se producia una gran activacion
de los sistemas antioxidantes en concreto de la sintesis de proteinas
de choque térmico. Estudios en mamiferos han demostrado que las
proteinas de choque térmico reducen el glutation total y el cociente
GSH/GSSG e incrementan la peroxidacion lipidica (Lord-Fontaine y
Averill-Bates, 2002; Guo y cols., 2007).

Otro hallazgo muy llamativo de nuestro estudio es que la
reduccion de la concentracion de GSH que encontramos en todas las
series antes de inicar la estimulacion no se acompafié de un aumento
de la concentracion de GSSG como hubiera sido esperable. Este
fenémeno ya fue observado en otros estudios como el de Caparros y
cols. (2005), donde compararon las defensas antioxidantes en dos
grupos de pacientes sometidos a cirugia cardiaca: un grupo con
circulacion extracorporea (CEC) y otro sin ella. Encontraron que el
grupo con CEC reducia su concentracion de GSH sin aumentar la de
GSSG como expresion de una defensa antioxidante ineficaz
resultante de la gran cantidad de radicales libres originados por la
CEC y que superarian a la capacidad de las defensas antioxidantes.
Ademas, se ha publicado que el primer antioxidante en consumirse
es el ascorbato y que los productos derivados de la accion de las
EROs no se incrementan en plasma hasta que el ascorbato ha sido
consumido por completo (Frei y cols., 1988). Una explicacion al no
incremento de GSSG paralelo al descenso de GSH en plasma seria

que el GSH es introducido en los eritrocitos para ser utilizado en la

238



Capitulo 5 Discusidon

reducciéon de dehidroascorbato, el producto de la oxidacion del
ascorbato. En este proceso se formaria GSSG pero su paso a plasma
conllevaria un decalaje temporal por lo que en la muestra obtenida

antes de la sobreestimulacion no detectariamos su incremento.

3.3.- Efecto de la taquicardia.

Las EROs son mediadores clave no solo en la lesion por
isquemia-reperfusion (Ambrosio y cols., 1991; Lazzarino y cols.,
1994; Rigattieri y cols., 2000), si no también en el aturdimiento
miocardico tras una estimulacion ventricular rapida o una
taquicardia ventricular. Ferdinandy y cols. (1993) demostraron que
una taquicardia ventricular inducida por electroestimulacion
aumentaba la formacion de EROs independientemente de las
alteraciones del flujo coronario en corazones aislados de ratas.
Nakamura y Egashira (2000) encontraron que la administracion del
antioxidante probucol a perros sometidos a sobreestimulacion
ventricular rapida reducia la acumulacién de EROs. Gare M y cols.
(2002), estimulando durante tres horas el miocardio canino a 230
latidos por minuto seguido de un periodo de recuperacion de 2
horas, encuentran un aumento en la presion telediastolica del VI y
una reduccion de la presion sistolica, de la dP/dt max (tasa maxima
de aumento de la presion del VI) y del acortamiento segmentario
(medido con pares de cristales intramiocardicos). La recuperacion de
la contractilidad segmentaria era tiempo-dependiente y mas rapida
en los animales pretratados con un antioxidante (N-acetil-cisteina).

Estos datos apoyan la hipotesis de que las EROs juegan un papel
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importante en la patogénesis de la disfuncion miocardica
postaquicardia in-vivo.

En nuestra serie con sobreestimulacion ventricular y sin
isquemia, frecuencias ventriculares en torno a 162 lpm durante dos
horas no produjeron un incremento de la concentracion de LPO en
sangre periférica; es mas, en la muestra obtenida a los 60 minutos de
iniciada la taquicardia lo que hallamos fue una reduccion de la
concentracion de LPOs en plasma respecto a los valores iniciales,
probablemente debido al efecto de las defensas antioxidantes puesto
de manifiesto por la reduccion de GSH y del cociente GSH/GSSG
en la extraccion anterior.

Del andlisis de la fase de recuperaciéon deducimos que la
sobreestimulacion ventricular a frecuencias altas no parece inducir
un estrés oxidativo significativo ya que la concentracion de LPO,
aunque en ascenso, no se incrementd a valores superiores a los
iniciales ni se produjo nuevo consumo de GSH.

Sin embargo, en esta serie la reduccion de la presion sistolica
del V. I. y de la dP/dt positiva y la fraccién de acortamiento en la
region laterobasal (y en menor media en la region apicomedial) si
demostraron cierto grado de aturdimiento postaquicardia, que no
parecen deberse, por lo expuesto, a un efecto relacionado con el

estrés oxidativo.

3.4.- Efecto de la secuencia "isquemia seguida de taquicardia".
Oldroyd y cols. (1990) sobreestimularon (incrementos de la
FC del 10% cada dos minutos hasta: desarrollar dolor toracico,

depresion del ST de 2 mm o alcanzar 180 Ipm) desde la orejuela
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derecha a 26 pacientes durante la realizacion de una coronariografia.
Encontraron que, en aquellos pacientes en que se halld un
incremento del acido lactico en seno coronario (todos con estenosis
coronarias significativas), la elevacion de malondialdehido era
significativamente mayor que en aquellos pacientes que no elevaron
el acido lactico (en este este grupo habian pacientes con y sin
enfermedad coronaria). Concluyeron que una isquemia miocardica
inducida por una taquicardia (isquemia por demanda) era capaz de
causar peroxidacién lipidica. Buffon y cols. (2000), en una muestra
de pacientes con coronarias sin lesiones y sospecha de sindrome X,
encontraron que la sobreestimulacion desde la auricula derecha
(incrementos de 10 latidos cada 30 segundos hasta 160 lpm o hasta
la aparicion de descenso isquemico del ST), producia un incremento
de LPOs en el seno coronario aunque solo en aquellos pacientes que
presentaron angina o cambios isquémicos del ST durante la
sobreestimulacion. En un modelo porcino de isquemia por demanda
producida por infusiéon de dobutamina mientras se reducia el flujo
por la arteria descendente anterior, Stanley y cols (2005) inducian un
aumento del estrés oxidativo que era inhibido en los animales que
recibieron un antioxidante.

Como se ha discutido en el apartado anterior, durante la
taquicardia todas las series redujeron sus niveles de LPO, respecto a
los wvalores iniciales. Sin embargo, tras el cese de la
sobreestimulacion, el grado de formacion de LPOs fue diferente.
Unicamente una serie incrementé de forma significativa la

concentracion de LPO respecto al inicial y fue la serie con isquemias
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breves y repetidas (incremento del 27%). Este hallazgo indicaria que
el protocolo de oclusiones cortas seguidas de fases breves de
reperfusion seria el mecanismo que mayor estrés oxidativo
generaria.

Por otro lado, la actividad antioxidante se comportd de forma
parecida en las series con isquemia salvo por dos hechos. Durante la
sobreestimulacion se detectd un incremento de la concentracion de
GSH en la serie con isquemia de 20 minutos que no ocurrié en el
resto de series. Posiblemente se debié a una mayor activacion del
turn over del glutation originado en una isquemia mas prologada
previa. La otra diferencia ocurrié al final del experimento, a los 60
minutos del cese de la taquicardia, en que se objetivo un incremento
del glugation oxidado en las series con isquemia continua pero no el
la serie con isquemia breves y repetidas. La explicacion podria estar
en que la sucesion de isquemia y reperfusion produciria un mayor
estrés oxidativo y agotamiento de la via del glutation como
antioxidante, sin dar tiempo a su recuperacion. El hallazgo en esta
serie de una menor concentracion de GSH al final del estudio apoya

esta hipotesis.

4.- Relacion entre funcion y estrés oxidativo.

Por ultimo, no hemos encontrado una correlacion entre los
valores de los parametros de funcion global y regional de la funcion
contractil del miocardio y los de estrés oxidativo, excepto en la serie

con isquemias cortas y repetidas. En esta serie hallamos una
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correlacion inversa entre estrés oxidativo y gasto cardiaco, lo que
apoya la conclusion de que la repeticion de episodios breves de
isquemia completa tendria el mayor efecto deletéreo sobre la funcion
miocardica y uno de los mecanismos implicados seria el estrés

oxidativo.
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Capitulo 6 Conclusiones

En base a los resultados obtenidos y a las consideraciones realizadas

en el presente trabajo, las principales conclusiones son:

1.- La preparacion experimental realizada en este estudio y las
condiciones ambientales asociadas, no han influido de forma
significativa en las mediciones de la funcion cardiaca global y
regional descritas y por tanto en los resultados.

2.- El protocolo experimental de 20 isquemias breves y repetidas
seguidas por sobreestimulacion ventricular izquierda durante 2
horas, a una frecuencia cardiaca suprafisiologica:

2.1.- Afecta de forma mads intensa la funcién global del
ventriculo izquierdo que los protocolos con isquemia continua de 10
y 20 minutos de duracion. Esta afectacion persiste al menos 60
minutos tras el cese de la taquicardia y la interpretamos como
aturdimiento miocérdico.

2.2.- En este protocolo, el aturdimiento de la funcion
contractil segmentaria es mas intenso en la region no sometida a
isquemia (base del VI, dependiente de la CCx) que en la region
sometida a isquemia (&pex, dependiente de la CDA).

2.3.- Solo en este protocolo, la afectacion de la funcion
global ventricular se correlaciona con la aparicion de estrés
oxidativo.

3.- Ni el protocolo de sobreestimulacion sin isquemia previa, ni los
protocolos con isquemias continuas (de 10 y 20 minutos) previas a la
sobreestimulacion, causan una afectacion significativa, uniforme y

duradera, de los parametros de la funcion global y segmentaria del
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ventriculo izquierdo. Por ello, no los consideramos buenos
protocolos experimentales de insuficiencia cardiaca aguda en el
modelo porcino.

4.- La medicién de lipoperdxidos y del glutation en plasma de
sangre periférica mostr6 valores heterogéneos, por lo que no
consideramos que esta via sea la idonea para la obtencién de
muestras para estudio de estrés oxidativo.

5.- El modelo experimental porcino con toérax abierto, al que se le
aplica el protocolo experimental de 20 isquemias breves y repetidas
descrito en el presente estudio, es un modelo util para el estudio de
la fisiopatologia del fallo cardiaco agudo relacionado con isquemia
miocardica aguda complicada con una taquiarritmia como sucede en
el sindrome coronario agudo complicado con frecuencias cardiacas
suprafisiologicas y en el postoperatorio inmediato de cirugia de
revascularizacion  coronaria, donde a menudo acontecen

taquiarritmias.
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